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Onur Sozi

Doktora Tezi olarak sundugum “Tekrarh Kesikli islemle Lakkaz Uretimi”
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bagvurmaksizin tarafimdan yazildifim ve yararlandifim biitiin kaynaklarin, hem metin
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-
-
-
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Lakkaz enzimi genis substrat 0zgiilliiglinden dolay1 kagit, tekstil, petrokimya
gida, ila¢ ve kozmetik endiistrisi gibi pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilabilir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslar en iyi lakkaz iireticisi organizmalar olmalarina ragmen
tiretilen enzim miktar1 endiistriyel alanlarda kullanim i¢in yeterli degildir. Bu nedenle
lakkaz tiretim kosullarinin optimize edilmesi gerekir. Bu ¢alismada iyi lakkaz iireticileri
olan Funalia trogii ve Trametes versicolor kullanilmis ve c¢esitli kosullar optimize
edilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 kesikli yonteme gore daha avantajli olarak saptanan
tekrarli kesikli islemle gerceklestirilmistir. Calismalarin cogu STO (Stok Temel Ortam)
ve STO+0.5 mM Cu ortamlarinda gerceklestirilmistir. Calkalama, baslangic pH’ si,
inkiibasyon sicakligi, pelet miktari, zaman aralig1 ve bakir konsantrasyonunun lakkaz
tiretimine etkisi arastirilmig ve her iki fungus icin de optimum lakkaz iiretim kosullar
saptanmigtir. Daha sonra, bu funguslarin lakkaz iiretim yetenegine en uygun kosullarda
ABTS [2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)], siringaldazin, guaiakol ve
2,5-ksilidin gibi indiikleyicilerin etkisi test edilmis ve her iki fungus icin en etkili
indiikleyici maddeler ve konsantrasyonlar1 saptanmuistir.

Calismanin son asamasinda F. trogii ve T. versicolor tarafindan sentezlenen
lakkaz enziminin molekiiler agirliklar1 SDS PAGE ile saptanmustir.

Bu calismanin sonuglari, uygun funguslar, yontemler ve indiikleyiciler
kullanilarak optimum kosullar altinda yiiksek miktarlarda lakkaz elde edilebilecegini
gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER : Enzim iiretimi, optimizasyon, lakkaz enzimi, tekrarl
kesikli islem, beyaz ¢iiriik¢iil funguslar, Funalia trogii,
Trametes versicolor, fungal pelet, indiikleyici madde
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Because of its broad substrate specifity, the laccase enzyme can be used in many
industrial fields.

Although the white rot fungi are the best laccase producer organisms, the
amount they produce is not sufficient for industrial use. Hence, it is necessary to
optimize the conditions in order to increase laccase enzyme production to be used in
different fields. Funalia trogii and Trametes versicolor which are good laccase
producers were used in this study and various culture conditions were optimized.

The optimization works were conducted in “repeated batch process”, which
proved more advantegous to “batch process”. Most of the the studies were performed in
SBM (Stock Basal Medium) and SBM+0.5 mM Cu media. The effect of agitation,
initial pH, incubation temperature, amount of pellet, time interval and copper
concentration on laccase production was investigated and optimum laccase production
conditions were determined for both fungi. After that, the effect of some inducers such
as ABTS [2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)], syringaldazine,
guaiacol and 2,5-xylidine on laccase production ability of these fungi was tested under
optimal conditions and the most effective inducers and their concentrations were
determinated for both fungi.

In the last stage of the study the molecular weights of the laccases, which were
synthesized by F. trogii and T. versicolor, were determinated by SDS PAGE.

The results of this study show that it is possible to obtain high amounts of
laccase by using the suitable fungi, processes and inducers under optimal conditions.

KEYWORDS: Enzyme production, optimization, laccase enzyme, repeated batch
process, white rot fungi, Funalia trogii, Trametes versicolor, fungal
pellet, inducer material



TESEKKUR

Bu caligmanin se¢imi ve planlanmasinda oldugu gibi deneysel ve teorik
caligmalarim sirasinda da degerli katkilarda bulunan, yardim, Oneri ve destegini
esirgemeden beni yonlendiren, her zaman 6rnek aldigim ¢ok degerli danigman Hocam
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SDS PAGE ve Native PAGE calismalarimin goriintiilenmesi islemlerini biiyiik
bir titizlikle gergeklestiren Yrd. Dog. Dr. Birol MUTLU’ ya;

Calismalarim esnasinda manevi destegini hicbir zaman esirgemeyen, degerli
dostlarim Ars. Grv. Giilgin BEKER AKBULUT, Ogr. Grv. Dr. Murat CANDAN ve
nisanlim Ilksen Seha KESER’ e;

Calismalarimda bana destek olan Yrd. Dog Dr. Ayse BIRHANLI, Uzman Ogiin
BIRHANLI, Ars. Grv. Filiz KURU ve Baris Can KARADAG’ a;

Bu tez ¢alismasmni 2007/40 nolu proje olarak destekleyen inonii Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi’ ne;

Tiim hayatim boyunca yardimlarini ve desteklerini gordiigiim AILEM” e;

Ve desteklerini hissettigim tiim hocalarima ve arkadaglarima;

en icten duygularimla tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji biyolojiden kdoken almis bir bilim dali olup, oldukc¢a genis bir
calisma alanmi icermektedir [1]. Biyoteknoloji; molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji,
genetik, fizyoloji ve biyokimya gibi doga bilimleri yaninda ¢esitli miihendislik
alanlarindan yararlanarak, rekombinant DNA teknolojisiyle bitki, hayvan ve
mikroorganizmalar1 gelistirmek, dogal olarak var olmayan veya yeteri kadar
iiretilemeyen yeni ve az bulunan maddeleri elde etmek i¢in kullanilan teknolojilerin
tiimiidiir. Biyoteknoloji, temel bilim buluslarin1 kisa siirede yararli ticari {irlinlere
doniistiirebilmesiyle bir anlamda kendi talebini de yaratabilir. Bu yoniiyle de &teki
teknolojilerden ayrilir. Ornegin sicak su kaynaklarinda yasayan bakteri tiirlerinin
birinden elde edilen yiiksek sicakliga dayanikli bir enzim, giinlimiizde uygulama ve
temel bilim ¢aligsmalarmin ayrilmaz bir parcasi olan PCR’ 1 onemli bir girdisidir.
Biyoteknoloji uygulamalari; mikrobiyoloji, biyokimya, molekiiler biyoloji, hiicre
biyolojisi, immiinoloji, protein miithendisligi, enzimoloji ve biyoproses teknolojileri gibi
farkli alanlar biinyesinde toplar. Bu nedenle de biyoteknoloji birgok bilimsel disiplinle
karsilikli iliski i¢inde gelisir [2].

Diger bir ifade ile biyoteknoloji, fen ve miihendislik bilimlerinin entegre
uygulamasi anlamina gelmektedir [3]. Burada amag, organizmalarin ve organizma
bilesenlerinin alkol, antibiyotik, as1, organik asit, enzim, vitamin ve hormon gibi ¢esitli
tiriinlerin iiretiminde kullanilmasidir. Buna ilaveten cesitli organizma ve bilesenleri atik
sularin aritimi, komiirlin, atiklarin, petrol ve yan {riinlerinin, pestisitlerin yikima,
komiirden biyolojik islemle kiikiirdiin uzaklastirilmasi, agir metallerin giderimi gibi
farkli islemlerin gergeklestirilmesinde de kullanilmaktadir [1, 3].

Buna gore biyoteknolojik caligmalar sonucu elde edilen iirlinlerin insanligin
yararina sunuldugu disiiniiliirse, biyoteknoloji insanin yasam kalitesini artirmak
amaciyla tasarlanmig iiriinlerin {iretimi i¢in biyolojik siireclerin, organizmalarin veya

sistemlerin kullanimi olarak da tanimlanabilir [4].



Buna gore biyoteknoloji pek ¢ok sanayi alaninda kullanim potansiyeline sahiptir.
Bunlar:

- Kimya ve ecza sanayi,

- Besin ve lezzet sanayi,

- Atik su, kat1 atik ve kirli hava aritma sanayi,

- Fen bilimleri ve tip alanlarinda ¢alisan arastirma kurumlari,

- Biyoteknolojik cihaz ve tesis gelistirilmesi, pazarlamasi ve danigsmanligidir [3].
Biyoteknoloji, uygulama alanlarina gore farkli dallara ayrilmaktadir. Bunlar

kirmizi, yesil, gri, beyaz ve mavi biyoteknolojidir [3, 5].

1.1.1. Kirmz1 biyoteknoloji

Kirmiz1 biyoteknoloji yeni ilaglar iiretebilmek i¢in yeni organizmalarin elde
edilebilmesi, hasarli insan dokularinin tamir edilebilmesi veya tiim organin yeniden
gelisimi i¢in kok hiicrelerin kullanimi, antibiyotik {iretimi i¢in organizma tasarlanmasi,
genomik manipulasyon araciligiyla genetik tedavi miithendisligi, insan evrimi ve ¢esitli
hastaliklarin  kdkenini anlamada ilerleme kaydedilebilmesi icin DNA analizi,

hastaliklarin belirlenmesi i¢in doku kiiltiirii gibi tibbi islemleri igermektedir [4].

1.1.2. Yesil biyoteknoloji

Yesil biyoteknoloji modern bitki iiretiminin uygulama alanini kapsamaktadir [3].
Biyolojik giibre ve biyopestisit eldesi de yesil biyoteknolojinin uygulama alanina girer.
Diger bir ifade ile yesil biyoteknoloji tarimsal islemlere uygulanan biyoteknolojidir [4].
Yesil biyoteknolojinin en dnemli alanlarindan biri gen teknolojisidir. Gen teknolojisi,
belirli genleri bir tiirden diger bir tiir bitkiye aktarmayi, bu sekilde de direng
gelistirmeyi olanakli kilmaktadir [3]. Buna 6rnek olarak 6zel ¢evresel kosullarda ya da
baz1 tarimsal kimyasallarin varliinda veya yoklugunda gelisen transgenik bitkilerin
elde edilebilmesi verilebilir. Pestisit sentezleyen bitki olusturarak disaridan pestisit
uygulanmasinin ortadan kaldirilmasi da yesil biyoteknolojiye verilebilecek diger bir

ornektir [4].



1.1.3. Gri biyoteknoloji

Gri biyoteknoloji ¢evre teknolojisi alaniyla ilgilenmektedir. Biyoteknoloji
stiregleri burada topragi aritma, atik su, atik gaz, kirli hava temizleme, ¢6p ve diger
atiklarin degerlendirilmesi gibi konulari icermektedir [3].

Gri biyoteknolojinin ¢alisma alanlar1 ¢evre ve atik biyoteknolojisi ad1 altinda da
incelenebilmektedir. Cevre; insanlarin ve diger canlilarin yasamlar1 boyunca iligkilerini
stirdiirdiikleri ve karsilikli olarak etkilesim i¢inde bulunduklan fiziki, biyolojik, sosyal,
ekonomik ve kiiltiirel ortamdir [6].

Bir baska ifade ile ¢evre, canli varliklarin yasamsal baglarla bagli olduklari,
etkiledikleri ve ayni zamanda ¢esitli yollardan etkilendikleri alandir [7] ve bu alan
yeryliziinde ilk canli ile birlikte var olmustur [6].

Hava, su ve toprak ¢evrenin fiziksel unsurlarini, insanlar, hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar ise biyolojik unsurlarini teskil etmektedir [1, 7].

Saglikli bir yasamin siirdiiriilmesi ancak saglikli bir ¢evre ile miimkiindiir. Bir
iligkiler sistemi olan ¢evrenin bozulmasi ve ¢evre sorunlarinin ortaya ¢ikmasi, genellikle
insan kaynakli etkenlerin dogal dengeleri bozmastyla baslamistir. Insan yasami gesitli
dengeler iizerine kurulmustur. Insanin gevresiyle olusturdugu dogal dengeyi meydana
getiren zincirin halkalarinda meydana gelen kopmalar, zincirin tiimiinii etkileyip, bu
dengenin bozulmasina sebep olmakta ve ¢evre sorunlarini olusturmaktadir [6].

Cevrenin temel unsurlarindan olan doga, kendine has fiziksel, kimyasal ve
biyolojik o6zelliklere sahiptir. Bu ozellikler dikkate alindiginda cevre kirliligi su

boliimlere ayrilir:

1.1.3.a. Fiziksel kirlenme

Cevreyi meydana getiren toprak, su ve havanin fiziksel 6zelliklerinin tamaminin
veya bir kisminin insan, hayvan ve bitki sagligini tehdit edecek, olumsuz ydnde
etkileyecek bicimde bozulmasi ve degismesi olayidir. Ornegin; ¢esitli fabrika atiklarinin
akarsu ve gollere bosaltilmasi, dogal erozyon ile topraklarin gél ve denizlere tasinmasi
dogal su kaynaklarinin agik kahverengiden, kirmizi siyaha kadar degisen renklerde

goriinmesine neden olmaktadir. Bu olay sularin fiziksel kirlenmesidir.



1.1.3.b. Kimyasal kirlenme

Dogal ¢evreyi olusturan toprak, su ve havanin kimyasal 6zelliklerinin canlilarin
hayati faaliyetlerini ve aktivitelerini olumsuz yonde etkileyecek bicimde bozulmasidir.
Ornegin; cesitli fabrikalara ait kat1 ve s1v1 atiklarin verimli tarim arazilerine veya akarsu
ve nehirlere bosaltilmasi s6z konusu tarim topraklarinin, akarsu ve gollerin zararl agir

metallerle kirlenerek kimyasal kirlenmeye maruz kaldigini gosterir.

1.1.3.c. Biyolojik kirlenme

Dogal ortami olusturan toprak, hava ve suyun g¢esitli mikroorganizmalarla
kirlenmesi ve dolayisiyla mikrobiyolojik yapinin bozulmasi mikrobiyal kirlenmeyi, ayni
ortamlarin mikroorganizmalarla kirlenmesi ise biyolojik kirlenmeyi tamimlar. Ornegin,
tarim alanlarinin kanalizasyon suyu ile sulanmasi veya kanalizasyon sularinin akarsu,
g6l ve denizlere bosaltilmasi ile kanalizasyon sularinda bulunan hastalik yapici
mikroorganizmalar topraga, suya ve atmosfere gecerek bu ortamlarin mikrobiyolojik
kirlenmesine yol agar.

Cevre unsurlarina gore de ¢evre kirliligi 5 gruba ayrilir:

- Hava kirliligi,

- Toprak kirliligi,

- Sukirliligi [8],

- Gurdlti kirliligi,

- Radyoaktif kirlenme [6].

Gelismekte olan iilkelerde ortaya ¢ikan hizli sanayilesme cabalari, bu iilkelerde
hizli sehirlesme siirecini de beraberinde getirmistir [9].

Bir¢ok sanayi dalinin gelismesi, var olanlarin etkinligini artirmasi ve siirekli
artan sehir niifusu dogal kaynaklarin kirlenmesine neden olmustur. Bu durum c¢evre
sorunlarinin ¢oziimiine yonelik teknolojilerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir.
Bu teknolojilerden biri olan ¢evre ve atik biyoteknolojisi, canli organizmalar ve
onlardan elde edilen {irtinler ile belirli bir zaman ve yerde kullanilamayan, geri
kazanilamayan ve doniistiiriilemeyen, pek ¢ogu saglik ve cevre sorunlarina neden olan
atiklarin aritimina ve g¢evre kirliliginin 6nlenmesine yonelik ¢aligmalar1 kapsamaktadir.
Cevre ve atik biyoteknolojisi ¢aligmalar1 atiklardan metal uzaklastirilmasi veya geri

kazanilmasin1 da kapsamaktadir. Geleneksel yontemlerden ¢cok daha verimli olan g¢evre



ve atik biyoteknolojisi sayesinde, yiiksek sicakliklarda yakma ve atik sahalar1 olusturma

gibi yontemlere alternatifler olusturulabilmektedir [1].

1.1.4. Beyaz biyoteknoloji

Beyaz biyoteknoloji fermentasyon biyoteknolojisi ve enzim biyoteknolojisi gibi
uygulama alanlarin1 kapsamaktadir. Fermentasyon biyoteknolojisi ¢esitli besin ve
iceceklerin, biyopolimerlerin, antibiyotik ve dnemli bazi ilaglarin, endiistriyel agidan
son derece onemli pek ¢ok kimyasal maddenin iiretimini ve iiretimin optimizasyonu
amaciyla yeni fermentor dizayni gibi konular1 icermektedir. Enzim biyoteknolojisi ise
enzim iretimi, izolasyonu, saflastirilmasi, enzimlerin ¢6ziiniir halde kullanilmasi,
tutuklanmasi ve enzimlerin reaktdr sistemlerinde kullanilmasi gibi alanlar1 icermektedir.

Enzim teknolojisi ayrica teshis, tedavi, besin iiretimi, enerji kithgin1 6nleme ve
cevrenin gelistirilmesi gibi problemlere de ¢oziimler tretmektedir [1]. Beyaz
biyoteknoloji {iretim ve hizmet faaliyetlerini dogal kaynaklari ve cevreyi koruyarak

gergeklestirmeyi amaglamaktadir [3].

1.1.5. Mavi biyoteknoloji

Mavi Dbiyoteknoloji deniz organizmalarinin ve sucul islemlerin teknik

degerlendirilmesi iizerinde yogunlagmustir [3, 5].

1.2. Biyoteknolojide Kullanilan Mikrooganizmalar

Biyoteknolojinin tiim uygulama alanlarinda kullanilan ana biyolojik sistemler
mikroorganizmalardir. Bakteriler, funguslar, algler, protozoonlar ve viriisler
mikroorganizmalar igerisinde ele alinmaktadir. Viriisler tam bir hiicresel yapi
olmamalarina karsin bunlardan biyoteknolojik yontemlerle as1 hazirlanmasi, mikrobiyal
pestisit eldesi gibi uygulamalar viriisleri biyoteknolojide 6nemli kilmaktadir. Funguslar

biyoteknolojinin pek ¢ok alaninda kullanilan son derece 6nemli organizmalardir [1].



1.2.1. Funguslar

Insan yasam agisindan diisiiniildiigiinde funguslar biyoteknolojik agidan en

yararl1 organizmalar olarak ifade edilebilir. Ozellikle filamentli funguslar ve mayalarin

biyoteknolojide uygulama alanlar1 oldukg¢a genistir. Endiistriyel ac¢idan son derece

onemli olan funguslar ¢esitli antibiyotiklerin, biyoaktif bilesiklerin, organik asitlerin,

gidalarin (Cizelge 1.1) ve enzimlerin iiretiminde (Cizelge 1.2) kullanilmaktadir.

Cizelge 1.1. Baz1 funguslar tarafindan iiretilen endiistriyel agidan 6nemli {iriinler

[10-13]
Antibiyotikler ve Diger Biyoaktif Bilesikler
Uriin Uretici Mikroorganizma Kullanim Alam

Penisilinler Penicillium chrysogenum Antibiyotik

Penicillium notatum
Sefalosporinler  Cephalosporium acremonium Antibiyotik
Griseofulvin Penicillium urticae Antibiyotik

Penicillium griseofulvin
Ergot Claviceps purpurea Uterus Kaslariin Suni
Alkaloidler Kasilmasi
Siklosporin Tolypocladium inflatum Immiin Baskilama
Mevalonin Aspergillus terreus Antibiyotik
Siksanin Helminthosporium siccans Antibiyotik
Fumagillin Aspergillus fumigatus Antibiyotik
Fusidik asit Fusidium coccineum Antibiyotik

Organik Asit Uretimi
Uriin Uretici Mikroorganizma Kullanim Alam

Sitrik Asit Aspergillus niger Besin ve Ila¢ Endiistrisi

Candida lipolytica
Fumarik Asit ~ Rhizopus spp. Besin Endiistrisi
Glukonik Asit  Aspergillus niger Besin ve Ilag¢ Endiistrisi
Itakonik Asit Aspergillus terreus Kimya Endiistrisi (plastikler)

Biyokiitle Uretimi

Uretici Mikroorganizma

Kullanim Alanm1

Saccharomyces cerevisiae
Fusarium graminearum
Candida utilis

Agaricus bisporus
Volvariella volvacea
Lentinula edodes
Paecilomyces sp.
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Bazi filamentli funguslar peyniri daha lezzetli hale getirmek i¢in kullanilirken,
bazilar1 de Asya kiiltlirlerinde sufu, tempeh ve miso gibi gidalari iiretmek i¢in kullanilir.
Funguslar gida endiistrisinde lezzet artirici, renklendirici ajan ve et benzeri protein
katkist olarak kullanilabilir [10]. Ornegin diisiik enerji ve kolesterol igeriginden dolay1
diyetisyenler ve saghigina dikkat eden tiiketicilerin begeni ile kullandiklari Quorn
Fusarium graminearum’ dan elde edilen bir mikrobiyal proteindir [10, 14, 15].

Filamentli funguslar ve bira mayalar1 kortizon gibi tibbi ac¢idan Onemli
bilesikleri déniistiirmek veya modifiye etmek amaciyla da kullanilabilir [10]. Ornegin
transgenik Saccharomyces cerevisiae tiriinden interferon, serum albumin ve g¢esitli
asilar elde edilebilmektedir [11].

Bu tiirde gelismeler funguslarin kullanildig1 tarim ve ¢evre biyoteknolojisinde
ayrica geleneksel fermentasyon biyoteknolojisinin disinda bulunan endiistriyel
biyoteknolojide de gerceklesmektedir. Tarim biyoteknolojisinde ¢aligmalar zararh
bocek, yabani ot, bitki patojeni mikroorganizma populasyonlarini azaltacak funguslar
olusturma yoniindedir. Benzer ¢aligmalar iirlin gelirini artirmak amaciyla as1 olarak
mikorizalar1 kullanarak gerceklestirilir. Funguslar endiistriyel alanlarda komiiriin
¢Oziiniir hale getirilmesinde, kagit hamurundan lignin gideriminde ve ¢ozeltilerden
metal iyonlarinin, ¢éziinmeyen maddelerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Cevre
biyoteknolojisinde funguslarin kullanimi siyanit gibi tehlikeli atiklarin aritimini,
pestisitler ve diger kimyasal bilesiklerle kirletilmis topraklarin biyolojik iyilestirilmesini

amaclayan teknolojilere baglidir [10].

1.3. Ciiriik¢iil Funguslar

Bu funguslar odunun yapitast olan selilloz, hemiseliiloz ve lignin tabakasini
yikarak olusan iirlinleri besin olarak kullanmaktadir [1].

Seliiloz odunun kuru agirliginin %38-50" sini, hemiseliiloz %23-32’ sini, lignin
ise %15-25’ ini olusturmaktadir [16].

Seliiloz yiiksek yapili bitkilerin hiicre duvarlarinin temel yapisal maddesidir.
Seliiloz B(1:4)-glikozidik baglarla bagli glukoz molekiillerinin olusturdugu dogrusal bir
polimerdir [17-19]. Dogal seliiloz giiclii, fibrilli ve uzun glukoz zincirlerinden dolay1
hidrolize kars1 direngli olup, seliilaz enzimleri ile monomerlerine ayristirilir [15, 19]. Bu
polimerde tekrar eden ana birim sellobiyozdur. Seliiloz molekiilii suda ¢éziinmez ve

ylksek bir gerilme giicline sahip olup, nispeten nisasta gibi diger glukoz polimerlerine



kiyasla mikrobiyal yikima karsi daha direnglidir. Hemiseliiloz seliillozun aksine bir
homopolimer olmayip, farkli molekiiler yapida monomerik birimlerden olusan
kompleks bir yapidir [17]. Genellikle 200 seker uzunlugunda seliilozdan ¢ok daha kisa
zincirler olustururlar [15]. Ligninle birlikte seliilozu g¢evreleyen sekilsiz bir tabakayi
olusturur [17, 19].

Hemiseliilozlar pentozlar (arabinoz ve ksiloz) veya heksozlardan (D-glukoz,
D-mannoz ve D-galaktoz) olusur. Hemiseliilozlar yiiksek oranda dallanmig ve kristal
olmayan polimerler oldugundan hemiseliillozun enzimatik yikimi kolaydir. Pek cok
mikroorganizma lignoseliillozun hemiseliiloz katmanini ya dogal yapisiyla ya da hidroliz
ettikten sonra kullanabilir [18].

Lignin tiim yiiksek yapili bitkilerde bulunan ve mikrobiyal saldiriya karsi bir
bariyer olarak hizmet eden, su gegirmeyen aromatik bir polimerdir. Odunun en dis
katmanini olusturan lignin 10° Daltona ulasan molekiiler agirlikta sekilsiz, heterojen bir
fenilpropanoyit polimeri olup, bu tabaka seliilozu kimyasal ve enzimatik yikimdan
korumaktadir. Dogrusal ve diizenli tekrar eden iinitelerden olusan nisasta veya seliiloz
gibi diger polimerlerin aksine lignin tekrar etmeyen birimlerden olusur ve {i¢ boyutlu bir
yapiya sahiptir [17, 20].

Seliiloz ve hemiseliillozdan tamamen farkli bir yap1 sergileyen lignin, seliilloz ve
hemiseliiloz ile i¢ ice yerlesim gosteren bir katmandir. Ug aromatik alkol olan kumaril
alkol, kumaril alkoliin metoksi siibstitlenmis tiirevleri olan sinapil ve koniferil alkoller
fenil propanoyit alt iinitelerini olusturan en yaygin monomerlerdir. Bu monomerler
gelisigiizel olarak birbirlerine baglanarak asimetrik bir ag yani lignin tabakasini
olustururlar [15].

Bitki hiicre duvarinda bulunan lignin, hiicreleri birbirine baglar. Ayrica lignin
bitkilerde mekanik ve biyokimyasal strese karsi direng saglarken, antioksidan
Ozelliklere de sahiptir. Yanginda bitkinin yanmasini geciktirici 6zellige sahip lignin
bitkinin ultraviyole isinlarina karst korunmasini da saglar. Bitkide pek ¢ok Onemli
gorevi lstlenen lignin tabakasi suyu gecirmeme, neme karsi yanit, su dengesi ve su
taginimi gibi su ile iliskili fonksiyonlara da yardimci1 olur [17].

Dayanikli ve koruyucu lignin tabakasi ile bitkinin 6ziinde depolanan fungitoksik
bilesikler odunun funguslar tarafindan ciiriitilmesini engelleyen faktorlerdir. Ancak

biitiin bu engellere ragmen odunsu dokular funguslar tarafindan yikilabilir.



Ciirtikgiil funguslar odunun yapisinda bulunan hiicre duvarlarina atakta bulunma
sekillerine gore 3 grupta siniflandirilabilir.
I. Kahverengi ¢iiriik¢iil funguslar,
II. Yumusak ciirtik¢iil funguslar,
II1. Beyaz ciiriik¢til funguslar [21-25].

1.3.1. Kahverengi ciiriik¢iil funguslar

Odunda ciirlimeye neden olan en biiyiik fungus grubu Basidiomycetes sinifidir.
Bu Basidiomycetes’ ler beyaz ¢iirlik¢iil ve kahverengi ciiriik¢lil funguslar olarak ikiye
ayrilirlar. Taksonomik olarak birbirine olduk¢a yakin olan bu iki grup fungus
blinyelerinde ayni cinsin iiyelerini bulundurabilir. Kahverengi ¢iiriik¢iil funguslar esas
olarak odunun seliilloz ve hemiseliiloz bilesenlerini yikarken, lignin tabakasini siirh
Olctide etkileyebilmektedir [26].

Bu funguslar odun tizerinde gelisimleri esnasinda odunda kahverengi ve tugla

seklinde catlaklar olusturarak ¢iirlimeye neden olurlar. Kahverengi ciirlik¢iil terimi bu

funguslar tarafindan g¢iiriitilmiis odunun karakteristik rengi olan kahverengiden

gelmektedir (Sekil 1.1) [21, 27].

Sekil 1.1. Kahverengi ciiriik¢iil fungus tarafindan ¢iiriitiilmiis odunun sekli [28]

10



Kahverengi ciiriik¢iil fungus hifleri bir hiicreden digerine hiicre c¢eperinde
bulunan porlar araciligiyla gegerek ciirlitme islemini gerceklestirirler. Kahverengi
clriik¢iil funguslar genellikle Schizophyllum commune, Fomes fomentarius ve Serpula
lacrymans gibi yaygin tiirleri iceren Basidiomycota iiyeleridir [21]. Bu funguslar siki
odunlu bitkilerden (Angiospermler=Kapali Tohumlu Bitkiler) ziyade yumusak odunlu
bitkilere (Gymnospermler=A¢ik Tohumlu Bitkiler) daha fazla atakta bulunur [26]. Bu
atak sonucunda odunun seliiloz ve hemiseliiloz bileseni tamamen parcalanirken, lignin
bileseni kismen parcalanir ve geriye kimyasal olarak modifiye olmus kahve renkli lignin
kalir [21, 29]. Kahverengi ciiriik¢iil funguslarin hifleri odunda nadiren bulunur. Bu
funguslar hemiseliiloz tabakasini pargalarken, seliiloz tabakasinin yikimi salgilanan
seliilaz enzimleriyle degil hemiseliiloz tabakasinin yikimi esnasinda iiretilen H,O, ile
oksidatif olarak gerceklestirilir. Bunun nedeni kahverengi ¢iiriik¢iil funguslar tarafindan
salgilanan seliilaz enzimlerinin yumusak ciriik¢iil funguslardakinin aksine seliiloz
tabakasina kadar difiize olamamasidir. Kii¢iik bir molekiil olan H,O, odunu olusturan
hiicrelerin duvarlarina diflize olarak genel bir ¢iirlimeye neden olur. Bu tipte bir atak
odundaki kisith azot kaynaklarini kullanmada etkili bir yoldur. Ciinkii bu tip yikim
islemlerinde yiiksek miktarlarda ekstraseliiler enzimlerin salgilanmasina ihtiyag¢ yoktur

[21].

1.3.2. Yumusak ciiriikg¢iil funguslar

Yumusak ciiriik¢iil funguslar nemli ortamlardaki agaclar iizerinde gelisirler. Bu
funguslar citlerde, telgraf direklerinde, ahsap pencere cergevelerinde, keresteden
yapilmis sogutma kuleleri ile nehir veya deniz ortaminda bulunan odunsu yapilarda
geliserek ciirimeye neden olur. Bu funguslarin hifleri odunu olusturan hiicrelerin
liimenlerinde gelisir ve iyi bir yayilma gosterdikten sonra ilk olarak lignin tabakasina
daha sonra da seliilozca zengin olan tabakaya ulasir ve seliilaz enzimlerini salgilar. Bu
enzimlerin diflizyonu hiicre duvarinin igerisinde paralel kenarli bosluklar seklinde
¢lirimeye neden olur [21]. Yani bu gruptan bir fungus tarafindan etkilenen odun; 1slak,

stinger gibi yumusak ve ¢ukurlu goriiniir (Sekil 1.2) [30].
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Bu durum fungus o6ldiigiinde bile devam eder. Yumusak ciiriik¢iil funguslar
odunun seliiloz ve hemiseliiloz bilesenini tamamen parcalarken, lignin bilesenini
tamamen olmasa da kahverengi ciiriik¢iil funguslara gore daha ileri basamaklara kadar
yikabilirler. Tiim yumusak ciirtik¢iil funguslar odunu ¢iiriitebilmek i¢in nispeten yiiksek
azot seviyelerine ihtiya¢ duyarlar. Eger bu azot odundan elde edilemezse gerekli azot
odunun toprakla temas ettigi bolgelerden temin edilir. Birkag Ascomycota ve karasal
ortamlarda gelisen Chaetomium ve Ceratocystis gibi mitosporik tiirler ile deniz ve nehir
ortamlarinda gelisen Lulworthia, Halosphaeria ve Pleospora tiirleri yumusak ciirtikeiil

funguslar grubuna ait organizmalardir [15].

t_:i-_‘

Sekil 1.2. Ciirtitilmemis odunun (A) ve yumusak ciiriik¢iil fungus tarafindan
cliriitiilmiis odunun (B) taramali elektron mikroskobu ile goriintiillenmis sekli [31]

1.3.3. Beyaz ciiriikgiil funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar 6lii  agaclar {izerinde gelisen Okaryotik
mikroorganizmalardir [32].

Bu funguslar Basidiomycetes sinifina dahil olup, odunun biitiin bilesenlerini
(seliiloz, hemiseliiloz ve lignin) pargalayarak, par¢alanma sonunda odunda beyaz renkli

bir kalint1 olusumuna neden olurlar (Sekil 1.3) [33-35].
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Sekil 1.3. Beyaz ¢iirtik¢iil fungus tarafindan g¢iiriitiilmiis odunun sekli [36]

Bu organizmalar odunun hidrolize edilemeyen lignin tabakasinin yikimi igin
gelistirilmis kompleks enzimatik sistemler olarak disiiniilebilir [32, 37]. Lignin
selillozdan sonra en fazla bulunan yenilenebilir madde oldugu i¢in ligninin biyolojik
yikimi iizerine yapilan arastirmalar oldukca fazladir [20]. Beyaz ciiriik¢iil funguslar
lignin yikiminda kullanilabilecek en uygun mikroorganizma grubudur [26, 32, 38, 39].
Kahverengi cliriik¢iil funguslar ve yumusak c¢iiriik¢iil funguslar substrat olarak seliiloz
ve hemiseliilozu tercih ederler. Sadece beyaz ciiriik¢iil funguslar lignini CO; ve H,O’ ya
kadar yikar [20].

Taramal1 elektron mikroskobunda yapilan inceleme sonunda beyaz ciiriik¢iil
fungus hiflerinin U seklinde demiryolu tlineline benzer bir kanal olusturdugu ve bu
kanal boyunca once lignin daha sonra hemiseliiloz ve son olarak da seliiloz tabakasina
ulasarak yikim islemini gerceklestirdikleri saptanmustir [15].

Farkli beyaz ¢iiriikk¢iil funguslar odunsu dokularda bulunan lignin ve
karbonhidratlara farkli sekillerde atakta bulunmaktadir. Pek ¢ok beyaz g¢iiriik¢iil fungus
hiicre liimeninde birikerek hiicre duvarinin aginmasina neden olur. Asinmis bolgeler
fungus miselleri ile dolar. Bu tip ¢iirlimeye secici olmayan veya eszamanli ¢iirlime adi
verilir (Sekil 1.4A). Trametes (Coriolus, Polyporus) versicolor kendiliginden ¢iiriimeye
neden olan tipik bir fungus tiiridiir [26]. Baz1 beyaz cliriik¢iil funguslar ise seliilozu
Oonemli oranda etkilemeden ligninin uzaklastirilmasini saglarlar ve odunda beyaz gukur
veya beyaz benek tipi ¢iirlimeye neden olup, bu ¢iirtitme sekli segici ¢iirlitme adinmi alir
(Sekil 1.4B) [15, 26]. Ganoderma applanatum ve Heterobasidion annosum tiri
funguslar secici ¢ilirlimeye neden olan fungus tiirlerine en iyi 6rneklerdir. Secici lignin
yikimint gerceklestiren funguslar kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kullanilma

potansiyelleri en yliksek olanlardir [26].
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Sekil 1.4. Beyaz ciirlik¢lil fungus tarafindan eszamanli (A) ve segici olarak (B)
cliriitiilmiis odunun taramali elektron mikroskobu ile gériintiilenmis sekli [40]

Lignin yikim yeteneklerinden dolay1 lignolitik funguslar olarak da adlandirilan
beyaz cliriik¢iil funguslar bu yikimi sekonder metabolizmalar1 esnasinda meydana gelen
fenol oksidazlar (lakkaz ve peroksidaz), mangan peroksidaz, ligninaz (lignin
peroksidaz), gibi ekstraseliiler (hiicre disi1) enzimler sayesinde gerceklestirirler [26, 41,
42].

Bu enzimlerden biri, iki tanesi veya hepsi bir fungusta bulunabilir [1]. Ornegin
beyaz clirlik¢lil funguslardan Phanerochaete chrysosporium ligninaz, mangan
peroksidaz gibi enzimleri {iretirken lakkaz enzimini liretemez. Bununla birlikte sinirlt
sayida calismada bu fungusun lakkaz tirettigi rapor edilmistir [43].

Beyaz ciiriik¢iil funguslar fenolik yapidaki lignini yikabiliyorsa diger fenolik
yapidaki maddeleri de yikabilir, yapilan ¢aligmalar da bu diislinceyi desteklemektedir
[1]. Bu funguslar klorlu aromatik bilesenler, heterosiklik aromatik hidrokarbonlar,
cesitli boyalar ve sentetik polimerler gibi etkili ¢evre kirleticilerinin yikimini
gerceklestirebilir. Bu yikim islemi beyaz c¢iirtik¢iil funguslarin sahip oldugu giigli
oksidatif aktivite ve diisiikk substrat ozgiilliigiine sahip lignolitik enzimleri sayesinde
gerceklestirilir. Boylece beyaz cliriik¢iil funguslar ve enzimleri sadece biyolojik olarak
kagit hamuru olusturma ve biyolojik agartma gibi endiistriyel islemlerde degil, biyolojik
iyilestirmede de kullanilabilmektedir [41, 26].

Beyaz ciiriikciil funguslar biyoteknolojide;

1. Bitkisel kiitleden (saman, odun gibi) lignin gideriminde [43],
2. Biyolojik kagit hamuru iiretiminde [10, 44],
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3. Ksenobiyotiklerin biyolojik iyilestirilmesinde [10, 45-48],
4. Poliaromatik hidrokarbonlarin yikiminda [49, 50]

5. Tekstil fabrikasi atik sularinin arittiminda [51, 52]

6. Alkol fabrikasi atik sularinin aritiminda [53, 54],

7. Zeytinyag fabrikasi atik sularinin aritiminda [54-57],
8. Boyalarin renginin gideriminde [58-62],

9. Agir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda [63, 64]
10. KOomiiriin sivilastirilmasinda [65-67],

11. Mikrobiyal protein olarak [68],

12. Cesitli enzimlerin iiretiminde [1, 69-72],

13. Peyniralti suyunun degerlendirilmesinde [73],

14. Hormon iiretiminde kullanilabilmektedir [74].

1.4. Beyaz Ciiriikciil Funguslarin Lignolitik Enzimleri

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin endiistriyel uygulamalarda kullanilmalarina olanak
saglayan 3 c¢esit lignin yikict (lignolitik) enzim bulunmaktadir. Bu ekstraseliiler
enzimler lignin peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve lakkaz enzimi (Lac)
olup, buna ilaveten glioksal oksidaz (GLOX) ve aril alkol oksidaz (AAQ) gibi enzimler
de lignin peroksidaz ve mangan peroksidazin oksidan olarak ihtiya¢ duydugu hidrojen

peroksitin (H,0,) tiretimini gergeklestirirler [20, 26].

1.4.1. Lignin peroksidaz (Ligninaz) (LiP, EC 1.11.1.14)

Lignin benzeri bilesikleri yikan ve H>O, bagimli bir enzim olan [75] lignin
peroksidaz bir¢ok beyaz ¢iiriik¢iil fungustan elde edilmis olup, ilk olarak 1983 yilinda
Phanerochaete chrysosporium’ un kiiltiir sivisinda saptanmistir [20, 26, 76].

Lignin peroksidazlar prostetik grup olarak iki kalsiyum iyonu ve bir demir
protoporfirin IX igeren monomerik proteinlerdir. Lignin peroksidazlar 38 ile 43 kDa
arasinda molekiiler agirliga sahiptir ve en uygun pH 2.5’ de aktivite gostermektedir.
Lignin peroksidazlar fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin oksidasyonunu katalizler
[20]. Lignin peroksidaz lignine benzer yapidaki bilesiklerin propil yan zincirlerinin C-C
baglarini1 oksidatif olarak parcalar ve tek elektron oksidasyonuyla substratini okside

eder [77].
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Veratril alkol Phanerochaete chrysosporium Kkiiltiirlerinde iiretilen sekonder bir
metabolit olup, lignolitik enzimlerin indiiksiyonunda rol aldig: diisiiniilmektedir. Lignin
peroksidaz tek elektron transferi ile veratril alkolii oksitleyerek bir katyon radikali
olusumunu katalizlemektedir. Bu katyon radikali de daha sonra ¢dziinmeyen lignin
yapilarinda katyon radikalleri olusturan bir elektron transfer oksidani gibi yani bir
mediator gibi hareket eder [26, 78].

Lignin peroksidazca katalizlenen tipik reaksiyonlar Co-CB kirilmasi, Ca
oksidasyonu, alkil-aril kirilmasi, aromatik halka kirilimi, demetoksilasyon,
demetilasyon, hidroksilasyon ve polimerizasyondur (Sekil 1.5). Phanerochaete
chrysosporium’ dan stabilite ve katalitik ozellikleri farklilik gosteren 21 lignin

peroksidaz izoenzimi izole edilmistir [20].

/EO Glioksal oksidaz HC‘IO
o ; ; o

H,0,
OH / OH
HO o~ L  Lignin peroksidaz+ H,0, Ho

0,
~L
(0] >—> Bircok iiriin
T g H,0
Verairil alkol
0/ o/

O\L °“|.

Katyon radikali

Sekil 1.5. Lignin peroksidaz ve glioksal oksidazin basitlestirilmis reaksiyonlar1 [26]

1.4.2. Mangan peroksidaz (MnP, EC 1.11.1.13)

Kofaktor olarak mangana ihtiyag¢ duyan mangan peroksidaz ilk kez
Phanerochaete chrysosporium’ un kiiltiir sivisindan elde edilmistir [79, 80].
Glikoprotein yapisinda olan ve prostetik grup olarak bir demir protoporfirin IX igeren,
43 ile 49 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip olan mangan peroksidazlar en uygun pH
4.0 ile pH 5.0 arasinda aktivite gostermektedir. Mangan peroksidazlar fenolik ve fenolik
olmayan bilesikleri bir elektron oksidasyonuna ugratabilmeleri i¢in serbest mangan

iyonlarima ihtiya¢ duyarlar [20]. Mangan peroksidaz odunda ve toprakta bulunan Mn*"

3+,

yi yitksek oranda reaktif olan Mn" e oksitler. Mn®" ise diisiik molekiiler agirlikli

mediatorler gibi davranip fenolik lignin yapilarina saldirir (Sekil 1.6).
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Mangan peroksidaz; ligninaz ve lakkaz ile birlikte ligninin biyolojik

parg¢alanmasindan sorumludur.

Mangan peroksidaz + H,0,

N

Mn3+ an-l-

oH — _OH

HO O,L ~ o~
o - | ~ =g Bircok iiriin
Lakkaz + O, A -
o~ o
OH 0O-
Lignin Fenoksi radikali

Sekil 1.6. Mangan peroksidaz ve lakkazin basitlestirilmis reaksiyonlar1 [26]

Mangan peroksidazin oksidasyon potansiyeli lignin peroksidazlardan daha
diistiktiir. Mn (II), mangan peroksidaz ya da lignin peroksidaz icin gerekli bir bilesen
degildir ancak bu enzimlerin iiretiminin diizenlenmesinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Beyaz ciiriik¢iil bir fungusun lignini basarili bir sekilde yikima ugratabilmesi i¢in hem
fenolik hem de fenolik olmayan lignin bilesenlerine atakta bulunma kapasitesine sahip
olmasi gerekir. Beyaz ciiriik¢iil funguslarin tiimii mangan peroksidazi iiretemez. Bazi
kaynaklara gore fenolik olmayan lignin bilesenlerinin yikiminda beyaz ¢iirtikgiil
funguslar tarafindan firetilen esas enzimler lignin peroksidazlar iken, fenolik lignin
bilesenlerinin oksidasyonunda farkl: tiirlerde ya lakkaz ya da mangan peroksidaz gérev
alir. Ornegin Trametes versicolor lignin peroksidaz ve lakkaz salgilarken,

Phanerochaete chrysosporium lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz salgilar [26].
1.4.3. Lakkaz (Lac, EC 1.10.3.2)
Lakkaz enzimi ilk olarak 1883 yilinda Yoshida tarafindan japon vernik agaci

Rhus vernicifera’ nin 6zsuyundan elde edilmis [81, 82] ve 1985 yilinda da Bertrand

tarafindan metal igeren bir oksidaz olarak karakterize edilmistir [82].
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Lakkazlar (benzendiol: oksijen oksidorediiktaz, EC 1.10.3.2) Azospirillum
lipoferum, Bacillus subtilis, Streptomyces lavendulae, Streptomyces cyaneus gibi bazi
bakteri tiirleri [32], baz1 bocekler, yiiksek yapili bitkiler ve funguslar tarafindan tiretilen
¢ok bakirli mavi oksidazlardir [20, 83—86].

Lakkaz enzimi boceklerde kiitikulanin sertlestirilmesinde ve Bacillus tiirlerinde
ultraviyole 1smlarina karst direngli sporlarin  yapisina katilmaktadir. Bitkilerde
yaralanmalara kars1 koruyucu Ozellik gosterirken, ayrica hiicre duvari olusumu ve
peroksidazlarla birlikte lignin olusumunda gorev almaktadir [84, 85]. En ¢ok calisilan
lakkazlar fungal kaynaklidir [87, 88]. Fungal kaynakli lakkazlar bazi Ascomycetes,
Deuteromycetes ve esas olarak da Basidiomycetes iiyelerinde tanimlanmistir [32].

Fungal lakkazlar esas olarak lignin yikimindan sorumlu olup, bunun disinda
morfogenez, pigmentasyon ve sporulasyon gibi fonksiyonlara sahiptir [82, 84, 88, §89].
Buna ilaveten bu enzimler fungal patojeni konak tarafindan sentezlenen antifungal
bilesikler olan toksik fitoaleksinlerden ve tanenlerden koruyarak bitkinin savunma
sistemini etkisiz hale getirir ve bircok hastalikta dnemli bir virulans faktorii olarak
gorev alirlar [84, 85, 88]. Ornegin kok patojeni Heterobasidion annosum’ un
saldirganlig1 lakkazin varligina baghdir. Pek ¢ok fungal tiirde hem konstitiitif hem de
indiiklenebilir lakkaz varligi saptanmis olup, bu enzimlerin genellikle sitoplazmadan
koken aldig1 ve daha sonra hiicre disina salgilandigi ifade edilmektedir [82].

Lakkazlar 60 ve 80 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip monomerik, dimerik
veya tetramerik enzimlerdir. Lakkaz biitin mavi oksidazlar gibi glukoprotein
yapisindadir. Lakkazlarin molekiiler agirliklar1 elde edildigi kaynaga gore yiiksek
oranda degisiklik gosterir. Ornegin Rhizoctonia solani ve Fusarium proliferatum’ da 4,
Botrytis cinerea’ da ise en az 3 farkli lakkaz saptanmistir. Lakkaz iireten pek ¢cok fungus
tiriinde en az birkag ¢esit lakkaz bulunmaktadir. Yapilan caligsmalar ile yeni lakkaz
cesitleri kesfedilmekte olup, ayni soylar tarafindan iiretilen enzimlerde bile molekiiler
agirhik, optimum pH, substrat 6zgiilliigii ve diger ozellikleri agisindan son derece
farkliliklar gézlenebilmektedir. Bu degisiklik enzimin 6zellikle karbonhidrat bdlgesinin
miktarinda veya igeriginde meydana gelen farkliliklardan kaynaklanmaktadir [81, 82].

Enzimin karbonhidrat boliimii protein molekiiliiniin agirlikca %1045 lik
kismin1 olusturur ve heksozamin, glukoz, mannoz, galaktoz, fukoz ve arabinoz gibi
karbonhidratlar1 igerir. Enzimin aminoasit zinciri yaklasik olarak 500 aminoasit
icermektedir. Lakkazlar genellikle pH 3.5 ile 7.0 arasinda en yiiksek aktivite
gostermektedirler [81].
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Lignin yikimindan sorumlu enzimlerden biri olan lakkaz fenolik lignin
dimerlerindeki alkilfenil, Ca-CB baglarinin kirilmasi, demetoksilasyon, demetilasyon,
polimerizasyon ve depolimerizasyon gibi reaksiyonlar1 katalizler. [20]. Sekil 1.7 tipik

bir lakkaz reaksiyonunu gostermektedir.

A
A

HGCOH LAKKAZ HCOH o
0, 2H 40
—_—
CH,0 OCH; CHy OCH, CHLO OCH,
OH . o
FENOKSI RADIKALI p-KiNON
R
=0 / \
Cau KARBONIL PDL_iMERiZASYDN
OLUSUMU VE KINON OLUSUMU
CHO OCH,
OH

Sekil 1.7. Lakkazlar tarafindan katalizlenen fenol oksidasyonunun sematik goriiniisii
[90]

Lakkaz enzimi lignindeki fenolik iiniteleri fenoksi radikallerine oksitlerken, belli
yardimci substratlarin (mediatorlerin=aracilarin) varliginda fenolik olmayan lignin alt
birimlerini de oksitleyebilir [26, 91, 92]. Ornegin ABTS (2,2'-azinobis-3-etil-
benztiazolin-6-siilfonik asit) [93, 94], HBT (hidroksil benzotriazol) [94, 95] veya
violurik asit gibi yapay lakkaz substratlar1 lakkazin oksitleyemedigi fenolik olmayan
bilesiklerin oksidasyonunda yardimci substrat veya araci olarak goérev yapar ve
oksidasyon reaksiyonunun gergeklesmesini saglar (Sekil 1.8) [93].

Bazi durumlarda dogal olarak sentezlenen bilesikler de aract molekiiller olarak
gorev alabilmektedir. Ornegin lakkaz iireten ancak mangan peroksidaz veya lignin-
peroksidaz iiretemeyen Pycnoporus cinabarinus beyaz ¢iiriikk¢iil fungusunun fenolik
olmayan lignin alt birimlerinin oksidasyonu i¢in salgiladig1 3-hidroksi antranilat dogal

bir araci olarak goérev yapmaktadir [26, 94, 96].
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Sekil 1.8. Mediator varliginda gergeklesen lakkaz reaksiyonu ve bazi lakkaz
mediatorleri [97]

Lakkazlarin atakta bulunabildigi substrat dizisi olduk¢a genis olup [82, 92],
yapay veya dogal araci bilesikler lakkaz enzimlerinin uygulama sahasini daha da
genisletmektedir [93]. Bu enzimler mono-, di- ve polifenoller, aminofenoller,
metoksifenoller, aromatik aminler, ve askorbat dahil ¢ok ¢esitli organik ve inorganik
substratlarin bir elektron oksidasyonunu katalizler. Bu reaksiyon sonucunda molekiiler
oksijen dort elektron alarak suya indirgenir [32, 81, 92].

Enzimin aktif merkezinde bir sistein ve on histidin amino asiti ve bu amino
asitlere bagli Cu” ve Cu'’ formunda toplam 4 bakir atomu bulunmaktadir. Redoks
islemi enzimin katalitik cekirdegini olusturan bu dort bakir atomunun yardimi ile
meydana gelir. Bu enzimlerin tipik mavi rengi Cu-Cu arasindaki baglarin siddetli
elektronik absorpsiyonundan kaynaklanmaktadir. Lakkazlar tek c¢ekirdekli ve ii¢
cekirdekli olmak iizere iki bakir bolgesinden olusur. Tek cekirdekli bakir bolgesinde
tip-1 bakir (mavi bakir) bulunurken, ii¢ ¢ekirdekli bakir bolgesinde ise bir adet tip-2
bakir (normal bakir) ve iki adet de tip-3 bakir (birlestirilmis ¢ift ¢ekirdekli bakir)
bulunmaktadir (Sekil 1.9, 1.10). Cu”™" atomunun bulundugu tek ¢ekirdekli bolgenin

yakininda substratlar bir elektron oksidasyonu ile okside edilirken, elektronlar

20



molekiiler oksijenin indirgendigi iic ¢ekirdekli bolgeye aktarilarak, oksijen ii¢ bakir
atomunun bulundugu bu katalitik bdlgede suya indirgenir. Indirgeyici bolgedeki
mekanizma detayli olarak bilinmese de katalitik dongiliniin sonucunda bir molekiil
oksijen iki molekiil suya indirgenir (O, + 4H™ + 4e° — 2 H,0) ve dort substrat
molekiiliiniin oksidasyonu ile dort radikal olusur. Bu reaktif ara iiriinler daha sonra

dimerleri, oligomerleri ve polimerleri olusturur (Sekil 1.9) [84, 85, 98].

(2} His 452, His 111
Cu
His 40[1""” :
H,0 | _
| | - His 395\ _Cys 453
Gu I Gu.’
~ !
His 3%/ Fis 64 ! / His 455// Phe 463
His 454,,, |

Cu ~
His 56/ His 109

Tip 2 Tip3 Tip 1
(b)
4 Sub 4 Sub -
Cut Cut
Cu" Cu" Cu' Cu'
Cut Cut
Tatnamen olositlentmiz Tatmatmen indirgetms
balar kimest balar kimest
2H,0 0,

Sekil 1.9. Lakkaz enziminin katalitik bolgesinin yapis1 ve katalitik bolgede gerceklesen
oksidasyon mekanizmasi [84]
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Sekil 1.10. Lakkaz enziminin molekiiler yapisinin (A) ve katalitik bolgesinin (B)
sematik goriiniimii [98]

1.5. Lakkaz Enziminin Biyoteknolojide Kullanim Alanlar1

1.5.1. Lakkaz enziminin kagit hamuru ve kagit endiistrisinde kullanimi

Odunsu dokulardan lignin uzaklastirilmasi kagit hamuru ve kagit endiistrisindeki
oneminden dolay1 yogun olarak arastirilmaktadir [82]. Kimyasal olarak kagit hamuru
tiretiminde ligninin yaklasik %10’ u hamur igerisinde kalir [20] ve kalan ligninin ya
mekanik ya da kimyasal metotlarla uzaklastirilmasi gerekir. Kimyasal olarak odun
hamuru olusturma iglemlerinde odun liflerine sikica baglanmig olan lignin katmanini
gidermek i¢in gii¢lii kimyasallar kullanilir. Geleneksel olarak agartma isleminde ortama
klor, kloroksit ve oksijen ilave edilir [20, 84, 99]. Kagit ve kagit hamuru endiistrileri
cevreye biliylik hacimlerde koyu renkli atik sular bosaltmakta olup, bu atiksular
kloroligninler, klorofenoller, kloroguaiakoller ve kloroalifatikler gibi klorlanmis lignin
yikim iriinlerini igcermektedir. Klorlu organik bilesikler akut veya kronik olarak toksik
olmalarinin yaninda mutajenik ve karsinojeniktirler [35]. Bu nedenlerle giiniimiizde Cl,
kullanim1 yasaklanmig, Cl,O kullanimi ise sinirlandirilmistir. Buna gore agartma
isleminde yeni yaklagimlarin gelistirilmesi gerekir. Alternatif bir yontem olan biyolojik
olarak kagit hamuru olusturma termomekanik olarak kagit hamuru olusturmadan 6nce
oksidatif lignin yikici fungal enzimler ile lignoseliilozik maddelerin muamele edilmesi
islemidir. Kagit hamurunun lignolitik enzimler ile 6n muamelesi sonucu gerceklesen
lignin giderimi hem selillozun bitiinliigiiniin korunmasi hem de lignin giderim

veriminin artirilmasi agisindan faydali olmaktadir [99]. Ayrica bu biyolojik islem hem
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kagidin dayanmikliligini artirmakta hem de enerji ve kimyasal kullanimini azaltarak
cevresel etkiyi azaltmaktadir [20, 100]. Beyaz ciiriik¢iil funguslar lakkazlar gibi
oksidatif enzimleri kullanarak lignin yikimint gerceklestirebilirler [82]. Ancak lignin
olduk¢a biiylik bir polimer oldugu i¢in lakkaz enzimi ile direkt olarak etkilesime
giremez [82, 84]. Kagit hamurundan lignin gideriminde lakkazlar lignin igerisinde
reaktif radikaller olusturarak odun lifinde degisiklikler olusturmak amaciyla
kullanilmaktadir [99]. Ligninin yikilmasi isleminde enzimin aktif bolgesi ile lignin
cekirdegi arasinda siirekli hareket ederek redoks reaksiyonlarini gergeklestiren ve lignin
giderim verimini artiran kii¢iik aract molekiiller oldukc¢a dnemlidir [82, 84].

Lakkaz gibi oksidatif enzimler kagit hamuru iiretiminde maliyeti azaltmada
umut verici ¢oziimler saglamakla beraber gelecekte gelismekte olan enzimlerle kagit
hamuru lifinin ve dolayistyla son iiriiniin 6zelliklerini diizenleyerek essiz kagit irtinleri
imal etmek miimkiin olabilir. Ornegin, lif yiizeyinin hidrofobisitesi lakkaz enzimi

araciligiyla degistirilebilir [101].

1.5.2. Lakkaz enziminin cesitli atik sularin muamelesinde kullanimi

Ulkemizde zeytinyagi, boya, tekstil ve kagit fabrikalar1 gibi cesitli endiistriyel
alanlarda faaliyet gosteren pek cok ticari isletme atik sularini herhangi bir aritima tabi
tutmadan direkt olarak dogaya bosaltmakta, bu atik sular da gerek alic1 ¢evrede gerekse
o c¢evrede bulunan gesitli canlilar ilizerinde son derece olumsuz etkilere neden
olmaktadir. Baz1 isletmeler ise kimyasal yollarla atik sularimi aritmaktadir. Ancak
aritmada kullanilan kimyasallarin kendileri de birer kirleticidir. Bu nedenle atik su
aritilmasinda kullanilabilecek en akillica yontem biyolojik aritimdir [1].

Endistriyel atik sularin aritimi amaciyla gerceklestirilen biyolojik iyilestirme
caligmalar1 atik sularda bulunan fenol tiirevlerinin direkt olarak oksidasyonuna yonelik
olup, [84] lakkazlarin hem fenolik hem de mikrobiyal yikima direngli ¢evre kirleticileri
gibi fenolik olmayan lignin benzeri bilesikleri oksitleyebilme 6zellikleri bu enzimlerin
cesitli biyoteknolojik iglemlerde kullanilmalarini olanakli kilar [99]. Bu enzimler kagit,
kagit hamuru, tekstil ve petrokimya gibi endiistriyel faaliyetler sonucunda olusan
endiistriyel atik sularin yikimi ve detoksifikasyonu gibi caligmalarda yogun olarak

kullanilabilmektedir [26, 35, 95, 99, 102, 103].
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Tekstil endiistrisi atik sular1 son yillarda gittik¢e artan oranlarda ¢evre kirliligine
neden olmaktadir [104]. Boya ve tekstil endiistrisi gibi alanlarda sentetik boyalar yaygin
olarak kullanilir ve bu boyalarin yaklasik %10’ u ciddi ¢evresel kirlilige neden olan
endistriyel atik sularla ¢evreye salimir. Beyaz cliriikgiil funguslar tekstil boyasi
atiksulariin renginin gideriminde kullanilabilir ve lakkazlar bu islemde 6nemli bir rol
oynar. Enzimatik muamele fungus kiiltiirlerinin kullanimindan daha basit ve daha
etkilidir. Bu nedenle lakkazlar biyolojik agartma icin cazip bir tercih olmaktadir.

Yapilan bir ¢aligmada yeni bir ekstraseliiler lakkaz kaynagi olarak kullanilan
Panus rudis’ in herhangi bir indiikleyici kullanmadan 6nemli oranda lakkaz trettigi
saptanmistir. Ayni calismada Panus rudis’ ten elde edilen enzim saflastirilmis ve
kismen de karakterize edilmis ve ¢ok kiiciik miktarda lakkazin sentetik boyalarin
rengini giderdigi saptanmistir. Bu enzimin yiiksek renk giderim yetenegi tekstil atik
sularinin aritiminda lakkaz enziminin kullanilabilecegini gostermektedir [105].

Endiistriyel alanlarda kullanilan bazi boyalar benzidin ve diger aromatik
bilesikler gibi karsinojenlerden yapilmakta olup, bu tiir boyalara ait atik sularin aritimi
icin kullanilan mevcut yontemlerin ¢ogu etkisiz ve pahalidir. Bu nedenle endiistride
kullanilan sentetik boyalar da dahil farkli kimyasal yapidaki boyalar1 yikma
potansiyeline sahip lakkaz tabanli islemlerin gelisimi bu problemlere cazip bir ¢6ziim
olabilir. Bu nedenlerle tekstil endiistrisinde lakkaz enziminin kullanimi ¢ok hizli bir
sekilde gelismis, lakkaz tekstillerin ve hatta sentezlenmis boyalarin agartilmasi
amaciyla kullanilmistir. Novozyme (Novo Nordisk, Danimarka) 1996 yilinda DeniLite
ad1 altinda araci bir molekiil ile biyolojik agartma yapan ilk endiistriyel lakkaz enzimini
kot kumasglar1 i¢in kullanmistir. Zytex (Zytex Pvt. Ltd., Bombay, Hindistan) sirketi de
cok 0zgiil olarak indigo boyasin1 yikabilen ticari adi1 Zylite olan bir lakkaz arac1 molekiil
sistemi gelistirmistir [99].

Hammadde olarak seker kamisini kullanan ve fermentasyon ile alkollii igecek
ireten fabrikalar da cok miktarda ve koyu kahve renkli atik sularini sucul ekosistemlere
bosaltmaktadir. Koyu kahve renk melanin pigmentinden kaynaklanmakta olup, bu
pigment de hammaddenin i1sitilmasi sonucu sekerler ile amino bilesikler arasinda
gerceklesen Maillard reaksiyonu ile olugsmaktadir. Sucul ekosisteme bosaltilan bu koyu
renkli atik su giines 1518min su igerisine girisini engelleyerek fotosentezi engeller ve
anaerobik kosullarin olusumunu saglar. Bu atik su topraga bosaltildiginda toprag:
asidiklestirir ve tarimsal irilinleri olumsuz yonde etkiler. Bir¢ok endiistriden g¢evreye

verilen cesitli atik sular renkli olduklar1 gibi bilesimlerinde siilfitler, siilfatlar, kloriirler,
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karbonatlar, sodyum hidroksit, peroksitler ve klorlu agartma bilesikleri gibi ¢esitli
inorganik kimyasallar1 da icermektedir [35]. Lakkaz enzimi ile bu atik sulardaki boyar
maddelerin yikimi1 ve renginin giderimine yonelik caligmalar yapilmaktadir [60].

Alkolli igecek tlireten cesitli ticari isletmelerin faaliyetleri sonucunda cevre
kirliligine neden olan atik sular olusturulmakta ve gevreye bosaltilmaktadir. Ornegin
alkol fabrikasi atik sular1 (vinas) organik madde igerigi ve kahverenginden dolayi
Oonemli bir ¢evre kirleticisidir.

Cevre acisindan oldukca 6nemli bir diger kirlilik kaynagi da zeytinyag: fabrikasi
attk suyu olup, zeytinyagi iretimi esnasinda olusturulan bu atik su Akdeniz
bolgesindeki cevresel problemlerin baslica kaynaklarindan birisidir [99]. Zeytinyagi
fabrikasi atik suyu asidik karakterde olup, icerdigi kolloidal fenolik maddeler nedeniyle
bulanik morumsu kahverengi hatta siyaha yakin renktedir. Yiiksek oranda organik ve
inorganik madde iceren koyu renkli bu atik su sucul ortama verildiginde suda
renklenmeye yol acarak sudaki fotosentez ve solunum dengesini bozmaktadir [56].
Yiiksek oranda fenol igeren bu atik sular nehirlerin yaninda ya lagima ya da topraga
bosaltilmaktadir. Ancak her iki durumda da atik suda bulunan fenol konsantrasyonunun
etkili bir sekilde azaltilmasi gerekir. Yapilan c¢aligmalar alkol ve zeytinyagi fabrikasi
atik sularmin aritimi ve degerlendirilmesinde lakkaz enziminin ve lakkaz iireticisi beyaz
cliriik¢iil funguslarin kullanilabilecegini gostermistir [53—56].

Annibale vd. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada Lentinus edodes’ ten elde
edilen lakkazin tutuklanmasi ve zeytinyagi fabrikasi atik suyu ile muamele edilmesi
sonucunda hem kismi bir renk giderimi hem de atik suyun polifenol ve o-difenol
iceriginde dolayisiyla da atik suyun toksisitesinde dnemli bir azalma gerceklesmistir
[106].

Yapilan bir c¢alismada Pleurotus ostreatus’ tan saflagtirilmis lakkaz ile
zeytinyag1 fabrikasi atik suyunun fenolik igeriginin biiylik oranda (%90’ a kadar)
azaltildig1 ancak toksisitede azalma gergeklesmedigi rapor edilmektedir. Bunun disinda
cok sayida caligmada zeytinyagi fabrikasi atik suyunun lakkaz ve beyaz giiriikgiil
funguslarla yikildig1 rapor edilmistir. Bu atik su funguslar tarafindan lakkaz iiretiminde

kullanilabilmektedir [90].
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1.5.3. Lakkaz enziminin cesitli pestisit ve ksenobiyotiklerin biyolojik

iyilestirilmesinde kullanimi

Lakkazlar pek cok aromatik bilesigi oksitleyerek daha az toksik iiriinlerin
olusumunu gerceklestirirler. Lakkaz enzimi fenollerin, triklorofenollerin, organofosforlu
pestisitlerin, karasal ve sucul ortamlarda yaygin olarak dagilim gosteren ve yliksek
oranda mutajenik ve karsinojenik ksenobiyotiklerden olan benzo[a]pren gibi
poliaromatik hidrokarbonlarin toksisitesini giderebilen bir enzimdir [107]. Bu enzimin
benzoprenin yanisira dioksinler gibi yiiksek oranda toksik ksenobiyotiklerin yikimini
gerceklestirdigi rapor edilmistir [108].

Diger ksenobiyotiklerle birlikte dogal petrol yataklarindan ve fosil yakitlarin
kullanimindan ortaya ¢ikan polisiklik aromatik hidrokarbonlar toprak kirliliginin ana
sorumlusudur. Bu bilesiklerin yikimi ¢evre agisindan onemlidir ve lakkaz enziminin
katalitik 6zellikleri bu tip bilesiklerin yikimi i¢in kullanilabilir [20, 38, 99, 109].

Lakkaz enzimi herbisitleri de yapisal degisiklige ugratarak inaktif analoglarina
doniistiirebilmektedir. Reaksiyon ortamina mediatdor olarak ABTS eklenmesiyle
biyolojik yikim daha da fazla gergeklesebilmektedir [1].

TNT (2,4,6-trinitrotoluen) sik kullanilan ve ¢evre kirliligine neden olan patlayici
bir maddedir. Bu nedenle TNT’ nin yikimi ilgi cekici bir arastirma alamidir. TNT
yiiksek toksisite ve mutajenite gosterdiginden TNT yikimi ¢evre giivenligi agisindan
cok Onemlidir. Bakteriler ve funguslar tarafindan TNT yikimi ile ilgili ¢ok sayida
calisma vardir. Beyaz cliriik¢iil funguslarin lignin yikict enzim sisteminin TNT yikimini

gerceklestirdigi bilinmektedir [110].

1.5.4. Lakkaz enzimi geninin etanol iiretim veriminin artirilmasi amaciyla

klonlanmasi

Lakkaz enziminin kullanim alanlarindan biri de yenilenebilir ham
materyallerden yakit etanol tiretiminin artirillmasidir [111, 112].

Uretimi artirma ¢alismalarinda lignoseliiloz hidrolizatlarinda bulunan fenolik
inhibitdrlere kars1 Saccharomyces cerevisiae 'nin direncini artirmak amaciyla Trametes
versicolor’ un lakkaz sentezinden sorumlu genleri Saccharomyces cerevisiae’ ye

aktarilmig [112] ve bu islem sonucunda ortamdaki fermentasyon inhibitorleri olan
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fenolik maddeler tiretilen lakkaz enzimi ile yikilmistir. Yikim islemi sonucunda fenolik

madde miktar1 azalimina bagli olarak etanol {iretim verimi de artmistir [82].

1.5.5. Lakkaz enziminin biyosensor olarak kullanimi

Biyosensor; fizyolojik veya biyokimyasal bir degisim hakkinda bilgileri
saptayan, nakleden ve kaydeden bir cihazdir. Teknik olarak biyosensor biyolojik bir
bilesen ile elektronik bir iletim sisteminin birbirini tamamladig1 bir probdur. Bu prob
biyokimyasal bir sinyali miktar1 ol¢iilebilir bir elektriksel yanita doniistiiriir. Enzimler,
antikorlar, DNA, reseptdrler, organeller, mikroorganizmalar, hayvan ve bitki hiicreleri
veya dokular1 biyosensor yapiminda kullanilabilir [90]. Lakkaz enzimi de biyosensor
yapiminda kullanilabilen enzimlerdendir [81, 90, 99, 72, 109, 113, 114].

Lakkaz ek kofaktor olmadan elektron transfer reaksiyonlarini katalizleyebildigi
i¢in ¢esitli aromatik aminlerin [90, 99, 115] ve fenolik bilesiklerin [15, 90, 99, 116, 117]
saptanmasinda biyosensor olarak kullanilabilmektedir. Ayrica morfinin, kodeinin,
katesolaminlerin ve bitki flavonoidlerinin saptanmasi i¢in de lakkaz tabanl
biyosensorler gelistirilmigtir [99]. Buna ilaveten bu enzim immunoproplar ve ilag
gelistirme gibi  yeni uygulama alanlarin1 acacak biyosensor gelistirmede de

kullanilmaktadir [92].

1.5.6. Lakkaz enziminin gida endiistrisinde kullanimi

Lakkazlar besin veya igeceklerin rengini degistirmek veya artirmak amach
yapilan islemlerde kullamlabilir. Ornegin berrak meyve suyu, bira, sarapta olusan
esmerlesme, pus olusumu ve bulanikliktan sorumlu istenmeyen fenoliklerin ortadan
kaldirilmasinda lakkaz enzimi kullanilabilir [99, 109]. Lakkaz enzimi biranin
tatsizlasmasina neden olan bilesiklerin olusumunu engellemek amaciyla biracilikta
kullanilmakta olup [118-120], lakkazin besin endiistrisindeki esas uygulamalarindan
biri de sarap stabilizasyonudur. Sira ve saraplar etanol, organik asitler, tuzlar ve fenolik
bilesikler gibi farkli kimyasal bilesiklerin kompleks karigimlaridir. Alkol ve organik
asitler sarabin aromasini verirken, saraplarin rengi ve tadi 6zellikle yapisinda bulunan
fenolik bilesiklerce belirlenir. Sarapta bulunan fenolik bilesiklerin bilesimi ve yiizdesi
pek cok faktore baghdir. Taze sarap tliketilmeden Once en az bir yil boyunca

depolanabilir ve bu depolanma esnasinda sarabin yapismnin degismeden kararli bir
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sekilde kalmasi gerekir [90]. Ancak sarapta bulunan fenolikler sarabin yillandirilmasi
esnasinda ¢esitli degisimlere ugrarlar ve cesitli kimyasal reaksiyonlarla birlikte bazi
problemler ortaya ¢ikabilir [121]. Saraplarda depolanma esnasinda kompleks bir dizi
reaksiyonlar gergeklesir. Bu reaksiyonlarda polifenoller énemli bir rol oynar. Sira ve
saraplarda bulunan demir, bakir ve c¢esitli enzimler tarafindan katalizlenen oksidatif
reaksiyonlarda aldehitler, amino asitler ve proteinler bulanikliga, rengin koyulagmasina,
aroma ve tat degisikligine neden olur. Saraplarda meydana gelen renksizlesme ve tat
degisimini Onlemek icin fenolik gruplarin ortadan kaldirilmasinda PVPP
(Polivinilpolipirrolidon) ve oksitleyicileri engellemek icin de kiikiirt dioksit gibi farkli
metodlar kullanilmaktadir. Fizikokimyasal adsorbanlara alternatif olarak hedef
polifenollere etki eden enzimler kullanilabilir [90]. Bu polifenoller enzimler tarafindan
oksitlenebilir [122], polimerize edilebilir ve daha sonra durultma islemi ile
uzaklagtirilabilir. Bu amag¢ dogrultusunda lakkaz enzimi kullanilabilir [90]. Yapilan bir
calismada Trametes versicolor lakkazi kullanilarak, sarap stabilizasyonu amaciyla
siradan fenolik madde giderimi gerceklestirilmistir [123].

Lakkazlar firincilikta kullanilan hamurda capraz baglar olusturarak hamurun
dayanikliligini arttirir [99, 124]. Si’ ye gore firincilik tiriinlerinde kullanilacak hamura
lakkaz enziminin ilavesi ile hamurun bilesenleri oksitlenir ve hamur veya elde edilen
{irlin 6ncekine gore daha kararli bir yapiya kavusur. Ozellikle bu amagla lakkaz
kullanim1 sonucunda hamurun dayanikliligi, kararlilig1 artarken yapiskanligi azalir ve
boylece hamurun islenilebilirligi de artar [90].

Yaglarda bulunan ¢oziinmiis oksijenin ilave edilen lakkaz enzimi ile tiiketilmesi
sonucu yagin lezzeti artmaktadir. Kakao igeren ¢ozeltilere Coriolus versicolor’ dan elde
edilen ham lakkaz enziminin ilavesi ile kakaonun lezzeti artmaktadir. Ayrica bu
uygulama ile ¢ikolata tliretiminde kullanilan kakaonun acilig1 ortadan kaldirilmis olur.
Trametes villosa’ dan elde edilen lakkaz dilimlenmis zeytin-su karigimina ilave edilmis
ve karisimda bulunan aci tadin yiiksek oranda azaldigi saptanmistir [90]. Ancak bu
enzimin endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirligini gelistirmek i¢in maliyetinin daha
diisiik olmas1 gerekir. Bu nedenle hem lakkaz iiretimi hem de immobilizasyon teknikleri

tizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekir [90, 99].
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1.5.7. Lakkaz enziminin tekstil endiistrisinde kullanimi

Boyar madde pazarinin {igte ikisini tekstil endiistrisi kapsamaktadir. Bu
endistriler biiyilk hacimlerde su ve kimyasal tiiketirler. Kullanilan kimyasal ayiraglar
inorganik bilesiklerden polimerlere ve organik fiiriinlere kadar ¢ok farkli kimyasal
bilesimde olabilir. Ticari olarak kullanilabilir 100.000° in {izerinde boya olup, yillik
olarak 7x10’ tonun iizerinde boyar madde iiretilmektedir [99].

Kimyasal yapilarindan dolayr boyalar 1518a, suya ve farkli kimyasallara maruz
kaldiklarinda solmaya karsi direnclidirler ve sentetik kokenlerinden dolayr ¢ogunun
renginin giderimi zordur. Benzidin ve diger aromatik bilesikler gibi karsinojenlerden
yapilan boyalar kaygi yaratmakta olup, boya atik suyunun aritimi i¢in kullanilan mevcut
yontemlerin ¢ogu etkisiz ve pahalidir. Bu nedenle endiistride kullanilan sentetik boyalar
da dahil farkli kimyasal yapidaki boyalar1 yikma potansiyeline sahip lakkaz tabanli
islemlerin gelisimi bu problemlere cazip bir ¢oziim olabilir. Bu nedenlerle tekstil
endiistrisinde lakkaz enziminin kullanimi ¢ok hizli bir sekilde gelismis, lakkaz
tekstillerin ve hatta sentezlenmis boyalarin agartilmast amaciyla kullanilmustir.
Novozyme (Novo Nordisk, Danimarka) 1996 yilinda DeniLite adi altinda araci bir
molekiil ile biyolojik agartma yapan ilk endiistriyel lakkaz enzimini kot kumaslar1 i¢in
kullanmistir. Zytex (Zytex Pvt. Ltd., Bombay, Hindistan) sirketi de ¢ok 6zgiil olarak
indigo boyasii yikabilen ticari adi Zylite olan bir lakkaz araci molekiil sistemi
gelistirmistir [99, 125].

Indigo, tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilmakta olup, c¢evre kirliligine
neden olan biyolojik yikima direngli bir maddedir [126]. Bu boya tekstil endiistrisinde
ozellikle kot kumaslarmin boyanmasinda kullanilmakta olup, bazi kotlarin belirli
bolgelerinde boyanin renginin agilmasi [127, 128] i¢in taslama yapilmaktadir. Her ne
kadar taglamanin amaci kotun belirli bolgelerinde indigo boyanin renginin agilmasi olsa
da taglama esnasinda siirtiinmeden dolayr kumasta zedelenmeler gerceklesmekte ve
kotun kullanim siiresi azalmaktadir. Lakkaz enzimiyle kotun belirli bolgelerinde indigo
boyasinin enzimatik olarak kismi yikimiyla kumasta siirtinmeden dolay1 meydana gelen
tahribat ortadan kaldirilmis olacaktir [1]. Bu nedenle kot kumaglarinin agartilmasinda

lakkaz enzimi kullanilabilmektedir (Sekil 1.11) [109, 111, 129].
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Peroksidaz (fazla hoyammn Asit seliilaz
| Ci=Amilaz | uzaklaghrilmasi) (hiyolojik parlatma)

Has1l giderme Temizleme Agartma

|Kahlaz (agarheimn tem.i.zlenmesi)| P—

| MNitral seliilaz | Lakkaz / mediattr |

Sekil 1.11. Tekstil yas isleme ve kot kumasinin agartilmasinda lakkaz kullanimi [131]

1.5.8. Lakkaz enziminin cesitli boyalarin renginin gideriminde kullanim

Lakkazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin fazla olmasi bu enzimin pek
¢ok potansiyel uygulamalarda kullanilabilirligini gdsterir [87]. Tekstil, kagit, kozmetik,
farmasotik ve gida endiistrilerinde sentetik boyalar gittikce artan oranda kullanilmakta
olup [87, 131], ozellikle boya ve tekstil endiistrileri ¢evreye endiistriyel boyalari
bosaltmaktadir. Toplam boya miktarinin yaklasik %10-15" i atik sulara karigmakta
olup, bunlarin bazilar1 da mikrobiyal yikima direnglidir. Ayrica bu boyalar anaerobik
sartlarda karsinojenik bilesiklere de doniistiiriilebilir. Azo boyalar1 gibi solmaya karsi
dayanikli boyalar ¢evrede olusturduklar: estetik hasarin yaninda toksik ve karsinojenik
olduklar1 i¢in ¢evrecilerin esas endige kaynagini olusturmaktadir [43]. Kromofor tipine
gore boyalar azo, antrakinon, akridin, arilmetan, siyanin, fitalosiyanin, nitro, nitrozo,
kinonimin, tiazol veya ksantin boyalar1 olarak ¢esitli siniflara ayrilir [130].

Kimyasal olarak azo, antrakinon, heterosiklik, trifenilmetan veya fitalosiyanin
boyalar1 seklinde siniflandirilan bu boyalar ciddi ¢evre kirliligine neden olmaktadir. Bu
boyalarin ¢ogu, toksik, mutajenik ve karsinojenik olup, yikimlari da olduk¢a zordur. Bu
boyalarin renginin giderimi i¢in adsorbsiyon, presipitasyon (¢Oktiirme) gibi fiziksel

metotlar ile kimyasal yikim ve fotodegradasyon gibi kimyasal ydntemler
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kullanilmaktadir. Ancak hem fiziksel hem de kimyasal metotlar ile bu boyalarin
renginin gideriminin yiiksek maliyet gerektirmesi, uzun zamana gereksinim duyulmasi
ve de cogunlukla istenilen sonuca ulagilamamasi bu yontemlerin dezavantajidir [83].

Bu metotlara alternatif olarak lakkaz enzimi farkli yapidaki pek ¢ok boyanin
renginin gideriminde kullanilabilir [46]. Yapilan bir calismada lakkaz ve araci
molekiiller sisteminin boyalarin renginin giderimini artirdig1 ve lakkaz yikimina direngli
baz1 boyalarm renginin giderildigi saptanmgtir [99]. Ornegin Kunamneni vd. (2008)
tarafindan yapilan bir ¢calismada Myceliophthora thermophila’ dan elde edilen lakkaz
enzimi tutuklanarak Reactive Black 5 (diazo boya), Remazol Brilliant Blue B (indigoid
boya), Acid Blue 25 (antrakinonik boya), Acid Green 27 (antrakinonik boya), Methyl
Orange (azo boya), Methyl Green (triarylmethane boya) olmak {izere toplam 6 sentetik
boyanin renginin gideriminde kullanilmig ve renk giderimini artirmak amaciyla da
redoks mediatorii olarak da ortama HBT ilave edilmistir. Elde edilen sonuglar redoks
mediatorii varliginda bazi boyalarin renginin gideriminin arttigini gostermistir [131].

Michniewicz vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada Cerrena unicolor’ dan
elde edilen hem saflastirilmis hem de ham lakkaz enzimi ile antrakinon ve azo
siifindan boyalarin rengi giderilebilmistir [132]. Yapilan diger bir ¢alismada Panus
rudis’ den elde edilen lakkaz enzimi saflastirilmis ve kiigiik miktarda lakkazin sentetik
boyalarin rengini giderdigi saptanmistir. Bu enzimin yiliksek renk giderim yetenegi
tekstil atik sularinin arittiminda lakkaz enziminin kullanilabilecegini gosterir [133].

S. R. Couto (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada da Trametes hirsuta’ dan
elde edilen ham lakkaz ile Direct black 168, Acid Red 119, Direct Blue 78, Acid
Yellow 166 gibi cesitli endiistriyel azo boyalarinin renginin giderimi saglanmistir.
Tekstil boyama tesislerinden ¢evreye bosaltilan atik sular igerisindeki azo boyalari
mikrobiyal yikima yiiksek oranda direngli oldugu icin bu boyalarin renginin giderimi
oldukca oOnemlidir. Azo boyalarin mikrobiyal yikima karsi direngli olmalarinin
nedenleri sahip olduklari siilfonat gruplar1 ve azo baglaridir. Bu iki 6zelliginden dolay1
ksenobiyotik olarak ifade edilen bu boyalarin bir kismi veya tiirevleri mutajen veya

karsinojen olabilmektedir [134].
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1.5.9. Lakkaz enziminin diger endiistriyel alanlarda kullanimi

Biyoyakit pilleri yakit tiiketmeden elektrik enerjisi saglayan ve bdylece daha
temiz bir enerji kaynagi olusturan son derece cazip yapilardir [99].

Lakkaz enzimi de kiigiik iletken sistemler gibi biyoyakit pillerinin katot bolgesi
lizerine tutuklanarak giic kaynagi olarak kullanilabilmektedir [109, 135]. Lakkazlar
biyoyakit pillerinin katot bdliimiinden elektronlar1 alabilen birka¢ enzimden biri olup,
yapilan ¢alismalar lakkazlarin biyoyakit pilleri ile birlestirmesine yoneliktir [107].

Gelecekte lakkazlar sentetik kimya alaninda oksidatif yikim, kompleks
polimerlerin [130] ve tibbi ajanlarin iiretimi acisindan biiylik ilgi gorebilecek
enzimlerden biridir. Yapilan bir ¢caligmada Suberase (Novo Nordisk A/S, Bagsvaerdt,
Danimarka) adi verilen endiistriyel bir lakkaz kullanarak ¢esitli fenolik renklendiriciler
sentezlenmistir [99].

Lakkazlar temizleyici ajan olarak su saflastirma sistemlerinde kullanilabildigi
gibi [99, 136], katalizér olarak anti-kanser ilaglarinin iiretiminde [99] ve kozmetik
tiriinlerinde 6zellikle de sa¢ boyalarinda kullanilabilmektedir [103, 137].

Lakkaz tabanli sa¢ boyalarinda kullanilan lakkazlar, oksitleyici ajan olarak
bulunan H,0O, ile yer degistirdigi i¢in yaygin olarak kullanilan boyalardan daha az tahris
edici olup, bu tiir boyalarin cilt ile temasinda problem olusturma riski ¢ok daha azdir
[109].

Cildin parlatilmas1 i¢in kullanilan kozmetik ve dermatolojik iiriinlere lakkaz
enziminin ilavesi de gelistirme asamasindadir [99]. Ancak konstitiitif olarak diisiik
seviyede iiretilen lakkaz enzimlerinin [84] ticari uygulamalarinin en 6nemli engeli
yeterli enzim stogunun bulunmamasi ve redoks mediatdrlerinin yliksek maliyetidir.
Bununla birlikte ucuz ve fazla miktarda lakkaz iiretimi i¢in bu enzimin diger
organizmalarda da ifade edilmesi, kimyasal yontemlerle veya protein miihendisligi ile
degisiklige ugratilarak daha saglam ve aktif enzimler elde etmeye yonelik ¢aligmalarin
yapilmasi sarttir. Diger yandan lakkazin tutuklanmasi i¢in etkili bir sistem gelistirilmesi
de onemli bir konudur. Yapilan ¢aligmalarin genel amaci, kararli, uzun émiirlii ve diisiik
maliyetli katalizérler elde etmektir. Enzimin uygun bir substrata tutundurulmasi ve
lakkaz aktivitesinin Omriinii uzatacak yeni tekniklerin gelistirilmesi ile istenen

ozelliklere sahip lakkaz elde edilebilir [99].
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Lakkaz Uretiminin Artirllmasina Yonelik

Calismalar

Beyaz ciirlik¢lil funguslar tarafindan {iretilen lakkaz enzimi bir¢ok fenolik
bilesigi dogrudan, fenolik olmayan pek cok bilesigi de ABTS, HBT, violurik asit gibi
yapay veya 3-hidroksi antranilat gibi dogal bir aracti molekiill varliginda
oksitleyebilmektedir. Bu lignolitik enzimin substrat 6zgiilliigliniin diisiik olmas1 enzimin
kagit, boya, tekstil, gida ve kozmetik endiistrisi gibi farkli bir¢ok endiistriyel alanda
kullanimina imkan vermektedir. Ancak endiistriyel ac¢idan son derece yiiksek bir
kullanim potansiyeline sahip olan lakkaz enziminin {iretimi yeterli degildir. Bu nedenle
baz1 arastiricilar yeni lakkaz iiretim yoOntemlerinin veya lakkaz iireten yeni fungus
tiirlerinin kesfi tlizerine odaklanmigken, bazi arastiricilar da cesitli agir metaller,
bilesikler, karbon ve azot kaynaklari, lireme ortamlari, tarimsal atiklar ve atik sular

kullanarak lakkaz tiretimini artirmaya ¢aligmaktadir.

2.1.1. Cesitli agir metallerin ve iiretim metotlarimin lakkaz iiretimi iizerine etkisi

Bazi arastiricilar lakkaz enziminin yapisinda kofaktér olarak bakir atomlarmin
bulunmasini dikkate alarak bu enzimin iiretimini artirmak i¢in besiyeri ortamina ¢esitli
konsantrasyonlarda bakir ilave etmis ve enzim aktivitesindeki degisimleri
gozlemlemislerdir. Bazi arastiricilar da bakir disinda diger agir metallerin fungusun
iremesi ve lakkaz {iretimi {izerine etkisini gozlemleyebilmek amaciyla kiiltiir
ortamlarina ¢esitli konsantrasyonlarda agir metaller ilave ederek calismalar

yapmuslardir.

Baldrian ve Gabriel (2002) enzim aktivitesinin artirilmasi agisindan agir
metallerin 6nemli indiikleyiciler oldugunu ve Pleurotus ostreatus’ un iretildigi sinirl
azot iceren ortama Cd** ve Cu’’ ilavesinin lakkaz aktivitesini artirdigim rapor

etmislerdir [138].

Pleurotus ostreatus ile yapilan bir ¢calismada kiiltiir ortamina ilave edilen bakirin
ekstraseliiler proteaz aktivitesini azalttigi ve buna bagli olarak kiiltiir sivilarindaki

enzimin kararliliginin da arttig1 ifade edilmektedir [139].
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Pleurotus ostreatus 1804 soyu ile kesikli sistemde yapilan bir ¢calismada fungus
poliiiretan kopiik iizerine tutuklanmis, 72 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra iireme
ortamuina 0.5-3 mM arasinda artan konsantrasyonlarda Cu®* ilave edilmis ve 0.5" den
1.5 mM Cu”" konsantrasyona kadar lakkaz aktivitesinde belirgin bir artis oldugu tespit
edilmistir. Bakir ilave edilmemis kiltiir ortaminda lakkaz aktivitesi 324.1 U iken,
1.5 mM Cu®" ilave edilen ortamda 420.3 U oldugu belirlenmistir. Ancak 1.5 mM’ 1n
tizerinde mikrobiyal gelisimde meydana gelen inhibisyondan dolay1 lakkaz iiretiminin

de azaldig1 gozlemlenmistir [140].

Janusz vd. (2006) tarafindan Rhizoctonia praticola ile yapilan bir ¢alismada
kiltiir ortamima 0-300 uM Cu’" ilave edilmis ve fungus kesikli stiregte calkalamali
olarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda yapilan enzim &lgiimii sonucunda
kontrol grubuna kiyasla enzim aktivitesinde belirgin bir artis gdzlenmistir. En yliksek
lakkaz aktivitesinin 5 uM Cu®" ilave edilmis kiiltir ortaminda yaklasik olarak
1000 nkat/L oldugu belirlenmis olup, bu deger bakir ilave edilmemis kiiltiir ortamindaki
lakkaz aktivitesinin yaklasik 2.5 katidir. Buna karsin bakir konsantrasyonu 10 uM’ dan
300 uM’ a dogru arttik¢a lakkaz iiretiminin baskilandigr gézlemlenmistir. En yiiksek
konsantrasyon olan 300 uM Cu®’ ortaminda bu baskilamanm % 54 oraninda oldugu

saptanmustir [141].

Trametes versicolor CCT 4521 ile yapilan bir ¢calismada da kiiltlir ortamina 0,
0.005, 0.02, 0.04, 0.07 ve 0.1 mmol L™ bakir siilfat ve 1 mmol L' 2,5-ksilidin ilave
edilmis ve 4-20 giinliik inkiibasyon periyotlarinda enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. En
yiiksek aktivite 12. giinde 0.1 mmol L' bakur siilfat ilave edilen kiiltiirlerde 40.774 U L™
olarak elde edilmistir [142].

Cavallazzi vd. (2005) Lentinula edodes UFV52’ nin 2.6 ve 26 mM azot iceren
kiiltiir ortamlarina inokiilasyondan 3 giin sonra 50 pM’ lik artislarla 0-300 uM arasinda
CuSOy ilave etmis ve erlenleri karanlik ortamda 25 “C’ de statik olarak inkiibe
etmislerdir. Inokiilasyondan 14 giin sonra en yiiksek lakkaz aktivitesi 2.6 mM N ve
250 uM CuSOy ilave edilmis kiiltiir ortaminda yaklasik 30 U/mL olarak belirlenmistir
[143].

Tychanowicz vd. (2006) tarafindan yapilan bir calismada Pleurotus
pulmonarius’ un kati substrat kiiltiirlerine farkli oranlarda Cu2+, Ag+, Cd2+, Hg2+, Mn**

ve Zn*" ilave edilerek, bu agirmetallerin lireme ve lakkaz {iretimi ilizerine etkisi test
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edilmistir. Ortama ilave edilen Ag", Cd*", Hg”" nin organizma icin yiiksek oranda toksik
oldugu ve kiiltlirlerde ¢ok diisiik diizeyde lireme gerceklestigi ifade edilmekle birlikte
Zn*" nin de lakkaz aktivitesi iizerinde olumsuz etki gosterdigi saptanmustir. Farkl
kiiltiir ortamlarma eklenen 15 mM konsantrasyonda Cu®" ve Mn®" lakkaz aktivitesinde
artisa neden olurken, 4 mM Cu”" nin ilavesi ile iiremede ve lakkaz aktivitesinde gdzle
goriiliir herhangi bir degisiklik olmadigi rapor edilmektedir. Kiiltlirlere 10-25 mM
konsantrasyonlarda ilave edilen bakirin fungusun iiremesini baskilamasina ragmen en
yiiksek aktivite 25 mM CuSOy ilave edilen ortamda 1420 U L™ olarak tespit edilmistir
[144].

Lorenzo vd. (2006) de yapmis olduklar1 ¢alismada lakkaz aktivitesini artirmak
amaciyla batik fermentasyon kosullar1 altinda tiretilen Trametes versicolor CBS100.29
soyunun besiyeri olan arpa kepegine ayr1 ayr1 2 mM Cd*" 1 mM Ag’, | mM Mn?",
1 mM Zn*" ve 2 mM Cu’" ilave etmislerdir. Yapilan aktivite dl¢timleri sonucunda Ag”,
Mn®", Cd*" ve Zn*" nin lakkaz aktivitesini az miktarda artirdigi saptanmustr.

Aragtiricilar en yiiksek enzim aktivitesinin 2 mM Cu®"”

nin ilave edildigi kiiltiir
ortamlarinda yaklasik 6000 U/L oldugu ifade edilmektedir. Bu aktivite degeri de kontrol
kiiltiirlerinden elde edilen lakkaz aktivitesinin 9 kat1 olarak belirlenmistir. Bakirin enzim
aktivitesi lizerine oldukga etkili olmasi nedeniyle arastiricilar kiiltiir ortamina bu defa 2,
3.5 ve 5 mM konsantrasyonlarda Cu®" ilave etmis ve en yiiksek aktivitenin 3.5 mM

CuSOy4 eklenmis kiiltiir ortaminda yaklasik olarak 8000 U/L oldugunu saptamislardir
[145].

Birhanli ve Yesilada (2006) tarafindan yapilan bir calismada Funalia trogii
ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 nin kat1 ve siv1 besiyerlerine
artan konsantrasyonlarda CuSO4.5H,O eklenmis ve bakirin belirli bir orandan sonra
fungal iireme iizerine olumsuz etki gosterdigi rapor edilmistir. Daha sonra kesikli
stirecte F. trogii ve T. versicolor kiiltiir sivisina son konsantrasyonda 0, 0.5, 1 ve
2 mM olacak sekilde CuSO4.5H,0 ilave edilmis, kiiltiirler 30 °C’de statik ve 150 rpm’
de c¢alkalamali olarak 5 giin boyunca inkiibe edilerek lakkaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir.
F. trogii’ nin statik inkiibasyonunda en yiiksek lakkaz aktivitesi I mM Cu ilave edilmis
olan kiiltiir sivisinda 3.12 U/mL iken, 7. versicolor’ un statik inkiibasyonunda en
yiiksek aktivite 0.5 mM Cu ilave edilmis olan kiiltiir sivisinda 2.34 U/mL oldugu
saptanmistir. Calkalamali inkiibasyonda ise Funalia trogii i¢in en yliksek aktivite

0.5 mM Cu ilave edilmis olan kiiltiir stvisinda 4.61 U/mL, T. versicolor igin ise en
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ylksek enzim aktivitesi 1 mM Cu ilave edilmis olan kiiltiir stvisinda 2.96 U/mL olarak
belirlenmigtir. Ayn1 ¢alismada tekrarli kesikli siirecte F. trogii ve T. versicolor
peletlerinin kiiltiir sivisina 0.5 mM Cu ilave edilmis, peletler 30 °C ve 150 rpm’ de
calkalamali olarak 10 giin boyunca inkiibe edilmistir. Her giin enzim aktivitesi 6l¢iilmiis
en yliksek lakkaz aktivitesi Funalia trogii igin 6. glinde 40.29 U/mL olarak saptanmistir.
Bu degerin ayni kosullarda inkiibe edilen kontrol gruplarinin en yiiksek lakkaz
aktivitesinin 40 katindan daha yiiksek bir deger oldugu belirtilmektedir. Trametes
versicolor i¢in ise en yliksek aktivitenin yine 6. giinde 12.08 U/mL oldugu ve bu
degerin kontrole kiyasla 15 kat yiliksek oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada tekrarli
kesikli siiregte inkiibe edilen funguslarin kiiltiir filtratlar ile ticari lakkaz iizerine de
cesitli konsantrasyonlarda bakir ilave edilmis ve enzim Ol¢limii sonucunda lakkaz
aktivitelerinde dikkate deger bir degisikligin olmadig1 gozlemlenmis, dolayisiyla da
bakirin lakkaz aktivitesinden ziyade lakkaz iiretimi iizerine etkili oldugu sonucuna

varilmstir [72].

Rosales vd. (2007) Trametes hirsuta’ nin kat1 substrat fermentasyonu ile {iretimi
icin erlenler igerisine destekleyici substrat olarak ¢esitli miktarlarda portakal kabugu ve
indiikleyici madde olarak da farkli konsantrasyonlarda CuSO4 ve siringaldazin
eklemistir. Destekleyici substrat olarak 2.5 g portakal kabugu iceren ortamlardan
birincisine 1 mM bakir, digerine ise 0.11 pM siringaldazin ilave edilmis ve en yliksek
aktivitenin 1 mM bakir ilave edilmis kiiltlirlerin inkiibasyonunun 14. giiniinde yaklasik
20000 U/L oldugu saptanmistir. Ayni fermentasyon siirecinde 250 mL’ lik erlenler
igerisine yine 2.5 g portakal kabugu ilave edilmis ve bu ortamlara ayr1 ayn 1, 2, 3.5,
5 mM bakir ve 1 mM bakir ile birlikte 0.11 pM siringaldazin ilave edilmistir. En yiiksek
aktivitenin ise 5 mM bakir eklenmis kiiltiirlerde yaklasik olarak 30000 U/L oldugu
gbzlemlenmistir. Ayn1 ¢calisma portakal kabugu miktar1 2 katina ¢ikarilarak tekrarlanmig
ve en yiiksek aktivitenin yine 5 mM bakir siilfat ilave edilmis kiiltiirlerde 19000 U/L
oldugu saptanmistir [146].

Trametes versicolor’ un sivi lireme ortamma 1 mM 2,5-ksilidin ile farkl
konsantrasyonlarda CuS0O4.5H,0 ilave edilmesi lakkaz aktivitesini indiiklemekte ve 20.
glinde 2,5-ksilidin ile beraber 0.4 mM CuSOy ilave edilmis kiiltiirlerde 12756 U/L

enzim aktivite degerine ulasilmaktadir [147].
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Tunus’ ta izole edilen Trametes trogii’ nin kullanildig1 bir ¢alismada kiiltiir
ortamlarina 75, 150, 300, 600 mM konsantrasyonlarda bakir ilave edilmis ve fungus 14
giin boyunca inkiibe edilmistir. Iki giin araliklarla yapilan Slciimler sonucunda en
yiiksek aktivitenin 300 mM bakir ilave edilmis kiiltiirlerde inkiibasyonun 8. giiniinde
yaklagik olarak 20000 U/L oldugu saptanmistir. Arastiricilar bu degerin kontrol
gruplarindan elde edilen lakkaz aktivitesinin 100 katindan daha yiiksek oldugunu ifade
etmektedir. Ayn1 caligmada kiiltiir ortamlarina 150 pM MnS04.4H,0 ilave edilmis,
ancak lakkaz aktivitesinde kontrole kiyasla diisikk oranda artis gergeklestigi

gbzlemlenmistir [148].

Bir deniz fungusu izolat1 olan NIOCC#2A’ nin kullanildig1 bir calismada, statik
olarak ftretilen fungusun kiiltiir ortamlarina inkiibasyonun 6. giiniinde 2 mM CuSO4
ilave edilmis ve en yiiksek aktivitenin inkiibasyonun 21. giiniinde 83619 U/L oldugu
saptanmistir. Ureme ortamma 2mM CuSO, + 1 mM guaiakol eklenmis kiiltiirlerin en
ylksek lakkaz aktivitesinin yine inkiibasyonun 21. giliniinde 46781 U/L oldugu
belirlenmistir [35].

Yapilan bir calismada Phanerochaete chrysosporium NCIM 1197 soyu
kullanilarak t¢ farkli kosulda {iretim yapilmig ve iiretim ortamlarina 30 mM
konsantrasyonda bakir siilfat ilave edilmistir. Icerisinde s1v1 besiyerinin ve indiikleyici
madde olarak da bakirin bulundugu ortamlarda fungus statik olarak 12 giin boyunca
inkiibe edilmis ve en yiiksek aktivite inkiibasyonun 5. glinlinde 22.56 U/L olarak tespit
edilmigtir. Ben¢ 0lcekli bir fermentorde gergeklestirilen kesikli fermentasyon ile
substrat olarak bugday kepeginin kullanildig: kat1 hal fermentasyonunda kiiltiir ortamina
bakir ilavesi sonucu lakkaz {iretiminin arttigi, en yliksek aktivitelerin 12 giinliik
inkiibasyonun 5. giinlinde sirastyla 30.21 ve 48.89 U/L oldugu saptanmustir. Elde edilen
veriler en diisiik lakkaz tiretiminin geleneksel enzim iiretim metodu olan statik {iretim
sonucunda, en yiiksek lakkaz {iiretiminin ise kati hal fermentasyonu sonucunda
gerceklestigini gdstermektedir. Arastiricilar en yiiksek enzim iiretiminin kati hal
fermentasyonu ile elde edilmesinin nedenini bu fermentasyon ortaminin diisiik nem,
indirgenmis oksijen, kismi basing ve diisiik azot i¢erigine sahip olmasina baglamaktadir.
Phanerochaete chrysosporium’ un dogada bulundugu ortamin statik tiretim kosullar ile

benzer olmasinin buna neden oldugu diistiniilmektedir [92].

Aga¢ kabugundan izole edilen yeni bir beyaz ciiriik¢iil fungus soyu WR-I

kullanilarak yapilan bir ¢alismada fungusun kiiltiir ortamina inkiibasyonun 4. giiniinde
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0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mM konsantrasyonlarda bakir siilfat ilave edilmis ve fungus kesikli
tiretim yontemi ile 150 rpm calkalama hizinda ve 28 °C (4 °C)’ de toplam 10 giin
boyunca inkiibe edilmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi 1 mM bakir ilave edilmis kiiltiir
ortaminda inkiibasyonun 7. giiniinde 410 U/mL olarak saptanmis olup, 2 mM ve daha
yuksek bakir konsantrasyonlarinin ilave edildigi ortamlarda ise fungus iiremesi ve
lakkaz aktivitesinin azaldigi saptanmistir. Sonug olarak 2 mM ve daha yiiksek bakir

konsantrasyonunun organizma {izerine toksik etki gdsterdigi tespit edilmistir [32].

Bakar siilfatin Trametes versicolor, Trametes pubescens, Trametes modesta ve
Trametes hirsuta gibi fungal tiirler i¢in gli¢lii bir lakkaz indiikleyicisi olarak gorev
yaptig1 pek cok calismada rapor edilmistir. 7. versicolor ve T. hirsuta ile yapilan bir
calismada kontrol amaciyla kullanilan kiiltiir ortamina 0.0043 mM, diger ortamlara ise
0.04 ve 1 mM konsantrasyonlarda CuSQOy ilave edilmistir. Buna ilaveten ImM CuSOg4
ilave edilen kiiltlir ortamlarinin bazilarina 0.5, bazilarina da 2 mM konsantrasyonlarda
2,5-ksilidin de ilave edilmis ve enzim aktivitesindeki degisim incelenmistir. Sadece
bakir ilave edilmis kiiltiir ortamlari i¢in en yiiksek aktivite, | mM bakir siilfat eklenmis
ortamlarda 7. hirsuta igin yaklagik 101000 nkat/L iken, 7. versicolor’ da bu deger daha
diistiktiir. Her iki fungus tiirtinden elde edilen en yiiksek lakkaz aktivitesi ise 1 mM
CuSO4 ve 2 mM 2,5-ksilidin ilave edilmis kiiltiir ortaminda saptanmistir. Bu ortamda
T. hirsuta’ dan elde edilen en yiiksek lakkaz aktivitesi 181000 nkat/L olup, bu deger
T. versicolor’ dan elde edilenin yaklasik olarak 3—4 katidir [149].

Ham madde olarak hindistan cevizinin kullanildigi bir calismada Trametes
hirsuta’ nin kiiltlir ortamina 2 mM konsantrasyonda bakir siilfat ilave edilmis ve kati
substrat fermentasyonu siirecinde 4 giin araliklarla 36 giin boyunca lakkaz aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Hem kontrol gruplarinda hem de bakir ilave edilmis kiiltiir ortaminda
lakkaz iiretimi inkiibasyonun 10. giiniinde baslamis olup, kontrol gruplarinin enzim
aktiviteleri inkiibasyonun 24. giiniinde, bakir ilave edilmis ortamlarda ise lakkaz
aktiviteleri inkiibasyonun 22. giiniinde en yiiksek seviyeye ulasmistir. Bakir ilavesi ile
fungusun en yiiksek lakkaz aktivitesi 920.895 nkat/L oraninda olup, bu deger kontrol
gruplarindan elde edilenin yaklasik 3 katidir [150].

Pleurotus ostreatus 32 soyunun iireme ortamina inkiibasyondan 4 giin sonra
1 mM konsantrasyonda bakir ilave edilmis ve fungus 28 °C’ de statik kosullarda tiretime

alinmustir. Inkiibasyonun 18. giiniinde yapilan enzim aktivitesi 6l¢iimii sonrasinda bakir
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ilave edilmis kiiltiir ortamindaki enzim aktivitesi kontroliin yaklasik 4.5 kat1 olup, enzim

aktivitesi 360 U/mL olarak saptanmistir [151].

Trametes pubescens MB 89, T. versicolor MB 52, T. versicolor MB 54,
T. gibbosa MB 187, T. hirsuta MB 50, T. suaveolens MB 51, T. multicolor MB 49,
Ganoderma applanatum MB 168, Polyporus ciliatus MB 76 ve Panus tigrinus MB 46
soylar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada funguslar 25 °C ve 110 rpm’ de calkalamali
olarak inkiibe edilmis ve inkiibasyondan 4 giin sonra glukoz iceren kiiltiir ortamlarina
1 mM CuSOy ilave edilmistir. Inkiibasyonun 13. giiniinde enzim aktivitesi dl¢iilmiis ve
en yiiksek lakkaz aktivitesi Trametes pubescens MB 89 soyunun kiiltiir ortamindan
alinan orneklerde saptanmistir. Ayni ¢alismada Trametes pubescens MB 89’ un kiiltiir
ortamuna inkiibasyondan 4 giin sonra ImM konsantrasyonda Ag", Cd*", Hg*", Mn*",
Zn*" ilave edilmis ve Ag’, Cd*", Hg*" nin organizma iizerine yiiksek oranda toksik
oldugu ve bu ortamlarda lakkaz aktivitesinin diisiik oldugu saptanmistir. Yapilan
dlciimler sonucunda Mn?" ve Zn®" nun fungus iizerine toksik etki gdstermedigi ancak
Zn*" nun lakkaz aktivitesi tizerine olumsuz etki gosterdigi gozlemlenmistir. En yiiksek
lakkaz aktivitesi ise 5 mM CuSOy ilave edilmis kiiltliir ortamlarinda ve inkiibasyonun

32. gliniinde 68.5 U/mL olarak tespit edilmistir [152].

Galhaup vd. (2002) Trametes pubescens MB 89 soyunu kullanarak yaptiklari
diger bir calismada inkiibasyondan 4 giin sonra kiiltiir ortamina 2 mM Cu ilave
edilmistir. Fungus kesikli liretim siirecinde c¢alkalamali kosullarda 25 °C’ de 16 giin
inkiibe edilmis ve en yiiksek lakkaz aktivitesi yaklagik 330 U/mL olarak dl¢iilmiistiir
[153].

Baldrian ve Gabriel (2002) tarafindan yapilan bir calismada Pleurotus ostreatus’
un iiretildigi azotca sinirli s1vi ortama gelisimin 12. giiniinde 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mM
Cd(NOs), ilave edilmis ve fungus kesikli siiregte karanlik ortamda, 28 °C’ de, statik
olarak inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesi Ol¢limii sonucunda 0.1 ve 0.2 mM
konsantrasyonda gozle goriiliir bir yiikselme gozlenmezken, en yiiksek lakkaz aktivitesi
inkiibasyonun 14. giiniinde 2 mM Cd ilave edilmis ortamda kontrolden 18.5 kat daha
yiiksek olarak saptanmigtir. Ayni ¢aligmada inkiibasyonun 12. giiniinde kiiltiir ortamina
0.2, 0.5, 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 ilave edilmis ve fungus yine
28 °C’ de, statik kosullarda inkiibe edilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda en yiiksek
aktivite artist 1 mM CuSO4.5H,0 eklenmis kiiltiir ortaminda gergceklesmistir. Bu
ortamda lakkaz aktivitesi kontrolden 8 kat daha yiiksek iken, 0.5 mM bakir ilave edilmis
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ortamda aktivite 4.7, 5 mM bakir bulunan ortamda ise 3.7 kat artmstir. inkiibasyonun
12. giiniinde kiiltiir ortamlarina ayr1 ayr1 1 mM konsantrasyonda AgNOs; HgCl,,
Pb(NOs3),, ZnSO,4 gibi agir metaller de eklenmis ve fungus 28 “C’ de statik kosullarda
inkiibe edilerek iiretimin 15. giiniinde aktivite dl¢iimii yapilmistir. Ol¢iim sonucunda bu
agir metallerin ilave edildigi ortamlarda lakkaz aktivitelerinin sirayla 0.26, 0.05, 2.00,
4.96 U/mL oldugu ve bu aktivite degerlerinin kontrole kiyasla (8.37 U/mL) daha diisiik
oldugu saptanmistir [138].

Palmieri vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada Pleurotus ostreatus’ un kiiltiir
stvisina inokiilasyonla birlikte 150 pM konsantrasyonda CuSQOy ilave edilmis ve buna
bagl olarak inkiibasyonun 6. giinlinden sonra enzim aktivitesinde bakir bulunmayan
temel ortama kiyasla lakkaz aktivitesinde 50 katlik bir artis gézlenmis ve enzim

aktivitesi 30 U/mL olarak tespit edilmistir [154].

Yapilan bir ¢aligmada bugday sap1 lizerinde gelismekte olan Pleurotus ostreatus
kiltlirlerinden kolonizasyonun erken basamagi olan 8. giinde, kolonizasyonun
tamamlandig1 basamak olan 22. giinde ve bitkisel substrat yikiminin en hizli basamagi
olan 28. giinde kiiltiir sivist alinmis, bu ekstraktlara 0.01-50 mM bakir ilave edilmis ve
18 saatlik inkiibasyondan sonra ekstraktlardaki lakkaz aktivitesi Ol¢lilmistiir. Sekiz
giinliik kiiltiirden sadece 0.5—-10 mM arasinda bakir eklenmis olan ekstraktlarda lakkaz
aktivitesi ylikselmistir. En yiiksek aktivite kontrolden %40 daha fazla olarak 10 mM
bakir bulunan ekstraktta saptanmistir. Yirmi iki ve yirmi sekiz gilinlik kiiltiir
ekstraktlarinda ise en yiiksek lakkaz aktivitesi 1 mM bakir icerenlerde gerceklesmis
olup, aktivite kontrole gore sirasiyla 3.2 ve 6.9 kat artmistir [138].

Yapilan aragtirmalar beyaz ciirlik¢lil funguslarin normal gelisimleri i¢in eser
miktarda Cd, Mn veya Zn gibi agir metallere ihtiya¢ duydugunu gostermektedir. Ancak
bu metallerin ortamda gereginden birka¢ kat fazla olmasi durumunda fungal gelisimi
baskiladigi, morfolojik ve fizyolojik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. Ayrica
yapilan calismalarda, beyaz cliriik¢iil funguslarla veya bu funguslardan izole edilmis
enzimlerle lignoselillozun ve ksenobiyotiklerin ekstraseliiler yikimi1 esnasinda
agirmetallerin hem ekstraseliiler enzimlerin aktivitesine hem de fungal kolonizasyona

etki ettigi saptanmistir [64].
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Stereum hirsutum ve Phanerochaete chrysosporium ile yapilan bir ¢alismada,
kiiltiir ortamma 0.1-1 mmol/L oranlarda kadmiyum nitrat ilave edilmistir.
Inkiibasyonun 10. giiniinde kiiltiir stvilar1 aliarak lakkaz aktiviteleri dl¢iilmiis ve enzim
aktiviteleri mU/g olarak ifade edilmistir. Aktivite degerleri kontrol ile kiyaslandiginda
tim konsantrasyonlarda lakkaz aktivitesinin diistiigli, dolayisiyla kadmiyumun
kullanilan konsantrasyonlarda hem S. hirsutum hem de P. chrysosporium’ dan elde
edilen Orneklerin lakkaz aktiviteleri iizerine inhibitor etki gdsterdigi ifade edilmistir.
Kadmiyum ilave edilmemis S. hirsutum ve P. chrysosporium Kkiiltir ortamlarinda
saptanan lakkaz aktiviteleri sirasiyla 0.77 ve 0.45 mU/g iken, en yiiksek inhibitor
etkinin gozlendigi 1mM Cd(NOs;), ilavesi ile enzim aktiviteleri sirasiyla 0.05 ve

0.19 mU/g olarak saptanmistir. [155].

Hatvani ve Mécs (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada Lentinula edodes 610
soyunun nisasta, malt 6ziiti ve agar iceren kati besiyeri ortamina 0.005-6 mM gibi
farkli  konsantrasyonlarda ~ Cd(CH3C00),.2H,0, Co0S04.7H,0, CuCl,.2H;0,
FeCl,.4H,0, HgCl,, MnSO4.H,0, NiCl,.6H,O, PbNOs, veya ZnSO4.7H,O gibi agir
metal tuzlar ilave edilmis ve fungus oda sicaklifinda 11 giinliik inkiibasyona tabii
tutulmustur. Bu agir metal tuzlarinin fungus {iremesi iizerine etkisi misel ¢apinin
Olclilmesi ile tespit edilmistir. Bu agir metallerin lakkaz aktivitesi iizerine etkisi ise
fungusun iiredigi kati kiiltiir ortamindan alinan 6rneklerin enzim aktivitesinin dl¢iilmesi
ile saptanmistir. Buna gore 1.5 mM konsantrasyonun iizerinde agir metal ilave edilen
kat1 besiyeri ortamlarindan Fe, Pb ve Mn hari¢ hicbir ortamda misel gelisimi
gerceklesmemistir. Lentinula edodes 610 soyunun liremesini en fazla engelleyen agir
metal Cd olup, bu agir metali sirastyla Hg, Ni, Co, Zn, Cu, Fe, Pb ve en diisiik toksik
etkiye sahip olan Mn izlemektedir. Yapilan Sl¢limler sonucunda kontrol gruplarinda
lakkaz aktivitesi 23 U/L iken, aymi oranlarda iireme inhibisyonuna neden olan
0.0031 mM Cd, 0.0085 mM Hg, 0.16 mM Ni, 0.30 mM Co, 0.26 mM Zn, 0.78 mM Cu,
1.2 mM Fe, 0.89 mM Pb ve 2.4 mM Mn ilave edilmis ortamlardaki lakkaz
aktivitelerinin ise sirastyla 79, 45, 144, 152, 93, 155, 0, 60, 97 U/L oldugu ifade
edilmektedir [156].

Trametes versicolor ATCC 20869 ile yapilan bir c¢alismada azot¢a sinirh
(1.2 mM NH,") ve azotca zengin (12 mM NH,") kiiltiir ortamlarina 3 uM ve 200 pM
Mn®* ilave edilmis ve fungusun kesikli siirecte lakkaz iiretimi incelenmistir.

Inkiibasyonun 12. giiniinde yapilan &lgiimler sonucunda fungusun azotga fakir olan
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ortamina 3 pM Mn?" ilavesi ile en yiiksek 1400 U/L, 200 uM Mn®" ilavesi ile 850 U/L
oraninda lakkaz iirettigi saptanmustir. Azotca zengin ortama 3 pM Mn®" ilavesi ile
fungusun 1030 U/L, 200 uM Mn*" ilavesi ile de 420 U/L oraninda lakkaz iirettigi tespit
edilmistir [157].

Pleurotus ostreatus CCBAS477 soyunun kullanildig1r bir ¢alismada substrat
olarak kullanilan bugday sap1 15 mL distile su veya 15 mL 0.1-5 mM Cd(NOs),
cozeltisi ile nemlendirilmis ve fungus kati substrat ortamina inokiile edilmistir. Daha
sonra fungus 28 °C’ de kat1 substrat fermentasyonu siirecinde karanlik ortamda inkiibe
edilmigtir. Yapilan Olglimler sonucunda 0.1-0.5 mM Cd ilave edilmis kiiltiir
ortamlarinda belirgin bir enzim aktivitesi gézlenmezken, 1-5 mM Cd ilave edilmis
ortamlarda lakkaz aktivitesinde kontrole kiyasla artis gdzlenmistir. Inkiibasyonun 7.
giiniinde kontrol gruplarinda enzim aktivitesi 340 U/L iken, 2 mM Cd ilave edilmis
ortamda aktivite 120 U/L, 5 mM ilave edilmis ortamda ise 28 U/L olarak saptanmistir.
Yedi giinliik inkiibasyon sonucunda en yliksek aktivitenin elde edildigi ortam ImM Cd
eklenmis kiiltlir ortami1 olup, inkiibasyonun 16. giiniinde bu ortamdaki lakkaz aktivitesi
690 U/L iken, 2—-5 mM Cd bulunduran ortamlarda lakkaz aktivitesi yaklasik 1370 U/L
olarak belirlenmistir [158].

2.1.2. Cesitli ortamlarin ve indiikleyicilerin lakkaz iiretimi ve aktivitesi iizerine

etkisi

Trametes pubescens MB 89 ile yapilan bir ¢alismada fungus 25 °C’ de 110 rpm’
de calkalamali olarak inkiibe edilmis ve inkiibasyondan 4 giin sonra glukoz igeren
kiiltiir ortamlarina ayr1 ayr1 1 mM konsantrasyonda p-anisidin, katesol, gallik asit,
guaiakol, tannik asit ve 2,5-ksilidin ilave edilmistir. Inkiibasyonun 13. giiniinde enzim
aktivitesi 6l¢ililmiis ve test edilen aromatik bilesikler igerisinde lakkaz iiretimini en fazla
arttiran bilesigin 2,5-ksilidin oldugu saptanmistir. Kiiltiir ortamina 2,5-ksilidin ilavesi
ile 8 U/mL oraninda lakkaz iiretimi gerceklesmis olup, bu oran kontrol gruplarinda

tiretilenin 4 kat1 olarak ifade edilmektedir [152].

Trametes pubescens MB 89 soyunun kullanildigr diger bir calismada ise
inkiibasyondan 4 giin sonra kiiltiir ortamina ayr1 ayr1 farkli karbon kaynaklar ilave

edilmis ve bu karbon kaynaklarinin lakkaz iiretimi ilizerine etkisi incelenmistir. Buna
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gore; 5 g/L bira mayasi1 6ziitii, 5 g/L kazein kokenli pepton, 1 g/l MgS04.7H,0O ve
1 g/L CuS04.5H,0 igeren besiyerine son konsantrasyonda 20 g/L olacak sekilde glukoz,
fruktoz, sellobiyoz, gliserol, laktoz, a-seliiloz eklenmistir. Kesikli iiretim siirecinde,
calkalamal1 kosullarda, 25 °C’ de ve 16 giin boyunca inkiibe edilen fungusun kullanilan
karbon kaynaklarindan son derece etkilendigi ve o6zellikle glukoz veya sellobiyoz
bulunan ortamlarda yiiksek oranlarda (60—65 U/mL) lakkaz iirettigi gézlemlenmistir.
Buna gore 5 g/L bira mayasi 6ziitii, 5 g/L kazein kdkenli pepton, 1 g/L MgSO4.7H,0 ve
1 g/l CuSO4.5H,0 igeren besiyeri ortamima 10, 20, 40 ve 60 g/L oraninda glukoz
eklenmis ve yapilan enzim olgiimleri sonucunda en yliksek lakkaz aktivitesinin 40 g/L
glukoz bulunan ortamda yaklasik 175 U/mL oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar,
60 g/L glukoz bulunan ortamda ise lakkaz iiretiminin baskilandigini rapor etmektedir.
Farkli azot kaynaklarinin lakkaz iiretimi iizerine etkisini saptamak amaciyla 40 g/L
glukoz ve 1 g/ MgS04.7H,O ve 1 g/ CuSO4.5H,O bulunan besiyerine 10 g/L
konsantrasyonda ayri ayri1 asparajin, tripton, bira mayasi1 6ziitii, et kokenli pepton,
kazein kokenli pepton ve kazein kdkenli pepton ile birlikte bira mayasi 6ziitli eklenmis
ve en yiiksek enzim aktivitesinin et kokenli pepton ilave edilmis besiyeri ortaminda
319 U/mL oldugu saptanmistir. Aragtiricilar lakkaz iiretimini daha da artirabilmek
amaciyla 40 g/L glukoz, 10 g/L et kokenli pepton ve 1 g/l MgS0O,4.7H,0 ve ayni1 oranda
CuS04.5H,0 igeren Kkiiltiir ortamlarima son konsantrasyonda ayri ayrt 1 mM
2,5-ksilidin, vanillik asit, guaiakol, gallik asit, ferulik asit, katesol ve p-anisidin gibi
farkli aromatik bilesikler ekleyerek lakkaz aktivitesi Ol¢miistiir. En yliksek enzim
aktivitesi ise gallik asit ilave edilmis ortamda yaklasik 350 U/mL oldugu ifade
edilmektedir [153].

Arora ve Gill (2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, inkiibasyon periyodunun,
funguslarin iiretildigi farkli temel ortamlarin ve bu temel ortamlara ilave edilen farkli
katki1 maddelerinin Phlebia fascicularia, P. floridensis ve Dichomitus squalens tiirleri
tarafindan iiretilen lakkaz enzimleri ilizerine etkisi arastirilmistir. Calismada kullanilan
funguslar kesikli iiretim siirecinde 25+1 °C’ de statik olarak inkiibe edilmis ve iki
giinliik araliklarla enzim aktivitesi tayin edilmistir. En yiliksek lakkaz {iretimi
P. floridensis’ de inkiibasyonun 8. giinlinde, P. fascicularia’ da 10. glniinde ve
D. squalens’ de ise 18. giiniinde gerceklesmistir. Biyokiitle ise D. squalens’ de
inkiibasyonun 16. giiniinde, Phlebia spp. icin ise 8. gilinlinde en yliksek seviyeye

ulagsmistir. Phlebia spp.” de biyokiitlenin azalisiyla birlikte 20. giinde hem enzim
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tiretiminde hem de spesifik lakkaz aktivitesinde bir artis gézlenmistir. Bunun nedeninin
fungal otoliz esnasinda aciga ¢ikan az miktarda intraseliiler lakkaz olabilecegi ifade
edilmektedir. Farkli besiyeri ortamlarinin enzim iiretimi {izerine etkisini
gozlemleyebilmek amaciyla funguslar MSB, MEB ve MSB-MEB ortamlarinda inkiibe
edilmis ve lakkaz aktivitesi Olgiilmistiir. P. fascicularia igin en yiiksek lakkaz
aktivitesinin MSB-MEB ortaminda 4.930 cU/mL, D. squalens ve P. floridensis igin ise
pek cok aminoasiti bir arada bulunduran MEB ortaminda sirasiyla 4.955 ve

2.650 cU/mL oldugu rapor edilmektedir [42].

Trametes versicolor CBS100.29 soyunun kullanildigi bir c¢aligmada lakkaz
liretimini artirmak amaciyla fungusun kiiltiir ortamina iizlim tohumu, {izim sap1 ve arpa
kepegi gibi kolayca elde edilebilen ve diisiik maliyetli lignoseliillozik maddeler
eklenerek, fungus batik yontem ile inkiibe edilmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi arpa
kepegi ilave edilmis ortamlarda inkiibasyonun 37. giinlinde yaklasik 600 U/L olup, bu
deger kontrol kiiltiirlerinden yaklasik 10 kat daha yiiksektir. Uziim sapinm ve {iziim
tohumunun ilave edildigi ortamlarda ise en yiiksek enzim aktiviteleri de inkiibasyonun

37. giiniinde sirastyla 400 U/L ve 250 U/L olarak saptanmigtir [159].

Lakkaz tireticisi olarak Daedalea flavida, Phlebia brevispora, Phlebia radiata
ve Polyporus sanguineus’ un kullanildig1 bir ¢alismada, temel besiyerleri olarak MSB,
MEB ve MSB-MEB kullanilmistir. Lakkaz tiretimini arttirmak amaciyla bu ii¢ temel
besiyerine ayr1 ayri veratril alkol ve guaiakol ilave edilirken, MSB ve MEB ortamina
ayr1 ayr1 bugday sapi, piring sap1 ve seker kamisi, sadece MSB ortamina ise indiilin AT,
polifon, reaks ve lignostilfonat ilave edilmis ve funguslar kesikli iiretim metodu ile
25+ 1 °C’ de statik olarak inkiibe edilmistir. D. flavida ve P. brevispora igin en yliksek
lakkaz aktivitesi bugday sapinin ilave edildigi MSB ortaminda sirastyla 9.25 cU/mL ve
8.900 cU/mL iken, P. radiata i¢in en yliksek aktivite guaiakol eklenmis MSB- MEB
temel ortaminda 11.590 cU/mL, P. sanguineus ig¢in ise en yiiksek enzim aktivitesi seker

kamisi ilave edilmis MEB ortaminda 8.99 cU/mL olarak saptanmistir [160].

Dhawan ve Kuhad (2002) tarafindan yapilan bir calismada Cyathus bulleri’ nin
tretildigi %2’ lik (w/v) kati malt 06ziitii ortamina lakkaz iiretimini artirmak igin
%0.2 (w/v) oraninda ¢esitli amino asitler ve vitaminler ilave edilmis ve fungus 30 'C’
de statik kosullarda inkiibe edilmistir. Kontrol kiiltlirlerinde 7.0 U/mL oraninda lakkaz
aktivitesi saptanmisken, bu amino asitlerden DL-metiyonin, DL-triptofan, glisin ve

DL-valin ilave edilmis ortamlardaki enzim aktivitesi sirasiyla 27.8, 21.8, 21.8 ve
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14.3 U/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Kullanilan amino asitlerden L-sistein monohidroklorit
ilave edilmis ortamda ise lakkaz {iiretiminin tamamen inhibe oldugu saptanmistir.
Biyotin, piridioksin hidroklorit ve riboflavin ilave edilmis ortamlarda kontrole kiyasla
daha yiiksek enzim aktivitesi elde edilmis olup, enzim aktiviteleri sirasiyla 36.0, 18.4,

17.2 U/mL olarak belirlenmistir [161].

Jang vd. (2002) tarafindan Trametes sp. kullanilarak yapilan bir caligmada
tutuklanmamig fungusun kiiltiir ortamina lakkaz iiretimini artirmak amaciyla 1 mM
2,5-ksilidin ve 1 mM 2,5-ksilidin ile 1 mM ABTS ilave edilmis ve fungus ¢alkalamali
kosullarda kesikli yontemle inkiibe edilmistir. Yapilan enzim aktivitesi Olglimii
sonucunda lakkaz aktivitesi kontrol ortaminda 4400 U/L, 1 mM 2,5-ksilidin ilave
edilmis ortamda 12500 U/L, 1 mM 2,5-ksilidin+1 mM ABTS ilave edilmis ortamda ise
15800 U/L olarak saptanmistir. Kesikli siirecte inkiibe edilen tutuklanmamig fungus
miselleri ile tutuklanmig fungus miselleri tarafindan {retilen lakkaz {iretimi
kiyaslandiginda en yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 7. giiniinde sirasiyla 14600
ve 7800 U/L olarak tespit edilmistir. Belirli periyotlarla kiiltiir stvisinin uzaklastirildigi
ayn1 oranda taze besiyerinin ilave edildigi tekrarli kesikli iiretim siirecinde serbest
fungus miselleri kullanilarak kesikli yonteme gore daha yiiksek oranda ve daha uzun
sire lakkaz iiretimi gergeklestirilmis ve 20000 U/L oraninda lakkaz aktivitesi

saptanmugtir [162].

Trametes versicolor kullanilan bir c¢alismada Rancafio vd. (2003) lakkaz
tiretimini artirmak i¢in havalandirmali biyoreaktor igerisinde iretilen fungusun kiiltiir
ortamma ayrt ayrt 1 mM ksilidin, 2 mM veratril alkol ve 40 g/L etanol gibi
indiikleyicileri ilave etmislerdir. Hem kontrol hem indiikleyici madde ilave edilmis
funguslar biyoreaktor igerisinde 16 giin boyunca inkiibe edilmis ve her 2 giinde bir
enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Bu ortamlar igerisinde en yiiksek lakkaz aktivitesi 1 mM
2,5-ksilidin ilave edilmis ortamda 1500 U/L olarak saptanmis olup, bu deger kontrol
gruplarindan elde edilen enzim aktivitesinin yaklasik 14 kati oldugu rapor edilmektedir

[163].

Yar1 kat1 substrat fermentasyonu siirecinde {liretilen Trametes versicolor’ un
kullanildig1 bir calismada en uygun destek maddesini saptamak amaciyla ortama ayri
ayr1 poliliretan kopiik, bugday sapi, arpa sapi, odun talasi ve arpa kepegi eklenmis ve
ayrica kiltiir ortamlarina lakkaz {retimini artiracak g¢esitli indiikleyiciler ilave

edilmistir. Yapilan dlgiimler sonucunda en iyi destek maddesinin arpa kepegi oldugu
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saptanmis ve bu ortamda en yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 18. giiniinde
1155 U/L olarak belirlenmistir. Bundan sonraki caligmalarda destek maddesi olarak
arpa kepegi secilmis ve bu ortama Kkiiltivasyonun baslangicinda lakkaz iiretimini
artirmak amaciyla 1 mM ksilidin ve 2 mM veratril alkol ayr1 ayri ilave edilmistir.
Yapilan enzim aktivitesi 6l¢timii sonucunda ksilidin ilave edilmis kiiltiirlerde en yiiksek
aktivite inkiibasyonun 16. giiniinde yaklasik 1700 U/L iken, veratril alkol ilave edilmis
kiiltiirlerde ise en yiiksek enzim aktivitesi inkiibasyonun 16. giiniinde yaklasik 1480 U/L
olarak saptanmustir. Kiiltiir ortamina taze destekleyici madde ilavesinin lakkaz {iretimi
tizerine etkisini belirleyebilmek amaciyla arastiricilar yeni bir deney diizenegi
hazirlamis ve inkiibasyonun 12. giiniinde kiiltiir ortamina taze arpa kepegi ilave
etmislerdir. Yapilan enzim 6l¢limii sonucunda hem en yiiksek aktivitenin gdzlemlendigi
ortam olan ksilidin ilave edilmis ortamda hem de daha diisiik aktivitenin saptandig
veratril alkol eklenmis ortamda lakkaz aktivitelerinin 2000 U/L’ nin iizerine ¢iktigi

tespit edilmistir [164].

Trametes modesta ile yapilan bir ¢aligmada fungusun ilireme ortamina ferulik
asit, veratril alkol, 2,5-ksilidin, gallik asit, siringik asit, kaffeik asit gibi indiikleyici
maddeler eklenmis ve fungus 30 °C’ de 130 rpm c¢alkalama hizinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan 5 giin sonra lakkaz aktivitesi dl¢iilerek bu maddelerin lakkaz aktivitesi
lizerine etkisi incelenmistir. Test edilen tiim indiikleyici maddeler kontrole kiyasla
lakkaz iiretimini artirmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi 2,5-ksilidin ilave edilmis
ortamda kontrol kiiltiirlerinden elde edilenin 4 kati olarak saptanmistir. Lakkaz
tiretimini 2,5-ksilidinden sonra en fazla artiran indiikleyicinin veratril alkol oldugu

tespit edilmistir [165].

Lentinula edodes UFVS52 izolatinin lakkaz tiretimini artirmak i¢in sivi kiiltiir
ortamina ¢esitli indiikleyicilerin ilave edildigi bir ¢alismada ortama 1 mM gallik asit,
1 mM katesol, 55 uM amonyum tartarat, ] mM 3-hidroksibenzoik asit ve 1 mM vanillin
ayr1 ayri ilave edilerek, fungus karanlik ortamda 25 °C’ de statik olarak inkiibe
edilmistir. Lakkaz aktivitesi fungusun bu ortamlara inokiilasyonundan 8 giin sonra
saptanmistir. En yiiksek aktivite inkiibasyonun 30. giiniinde, amonyum tartarat ilave
edilmis kiiltiir ortaminda 251 U/mL olarak tespit edilmistir. Test edilen indiikleyiciler
icerisinde en diisiik lakkaz aktivitesi 3-hidroksibenzoik asit ilave edilmis ortamlarda
saptanmistir. Bu ortamlardaki en yiiksek aktivite ise inkiibasyonun 21. giinlinde

3.5 U/mL olarak belirlenmistir [143].
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Trametes versicolor’ un kullanildig1 bir caligmada, derin kiiltiir yontemi ile
26 °C’ de 175 rpm calkalama hizinda {iretilen fungusun kiiltiir ortamina inkiibasyonun
3. glinlinden sonra veratril alkol, ferulik asit, katesol, indulin AT ve fenol gibi aromatik
indiikleyiciler eklenerek, bu indiikleyicilerin lakkaz iiretimi iizerine etkisi saptanmistir.
En yiiksek lakkaz aktivitesi, inkiibasyonun 4. giinlinde son konsantrasyonda 10 mg/L
fenol igeren ortamlarda 2575 U/L olarak saptanmis olup, bu deger fenol igermeyen
kontrol ortamindaki lakkaz aktivitesinin 1227.5 kati olarak ifade edilmektedir.
Arastiricilar, farkli fenol konsantrasyonlarinin lakkaz tiretimi {izerine etkisini belirlemek
amaciyla kiiltiir ortamlarma 5, 10, 25, 50, 100 mg/L oranlarda fenol ilave etmis ve en

yuksek lakkaz aktivitesini 10 mg/L fenol ilave edilmis ortamda saptamislardir [166].

Trametes versicolor ve Abortiporus biennis beyaz ciirliik¢iil funguslarinin sivi
mineral ortamlarina parakuat ilave edilmis ve bu pestisitin lakkaz aktivitesi ilizerine
etkisi incelenmistir. On giin boyunca 25 °C’ de statik olarak inkiibe edilen 7. versicolor
ve A. biennis kiiltiirlerine sirasiyla 25 uM ve 20 uM parakuat ilavesinden 5 giin sonra en
yiiksek lakkaz aktivitesi sirasiyla 100 nkat/mg ve 26 nkat/mg olarak saptanmistir.
Arastiricilar kiiltiir ortamina pestisit ilavesi ile yiiksek oranda lakkaz iiretilebilecegini

belirtmistir [167].

Shah vd. (2006) tarafindan Pleurotus ostreatus kullanilarak yapilan bir
calismada 100 mL’ lik erlenler igerisinde 20 mL hacimde azotca sinirli besiyeri
ortamlar1 hazirlanmig ve bu ortamlara 200 pL. DMSO ¢ozeltisi eklenerek fungus 27 “C’
de, 21 giin boyunca statik olarak inkiibe edilmistir. Beser giinliik periyotlarla kiiltiir
ortamlarindan birer mL Ornek alinmis ve lakkaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Yapilan
Olciimler sonucunda kontrol gruplarinda en yliksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 14.
giiniinde 0.053 U/mL iken, DMSO ilave edilmis ortamlarda ise en yliksek lakkaz
aktivitesi inkiibasyonun 21. giiniinde 0.068 U/mL olarak belirlenmistir [168].

Rhizoctonia praticola’ nin kullanildig1 bir ¢alismada kiiltiir ortamina 0.02, 1 ve
5 mM konsantrasyonlarda ferulik asit, veratrik asit, ksilidin, o-anisidin, p-anisidin ilave
edilmis ve funguslar kesikli siiregte 9 giin boyunca calkalamali olarak inkiibe edilmistir.
Herhangi bir sekilde aromatik bilesik ilave edilmemis kontrol kiiltiirlerinde en yiiksek
aktivite inkiibasyonun 3. giinlinde 960.1 nkat/L’ dir. Test edilen indiikleyiciler
icerisinde lakkaz aktivitesini en fazla artiran madde 0.02 mM konsantrasyondaki
2,5-ksilidin olup, en yiiksek aktivite inkiibasyonun 4. giiniinde 1592.6 nkat/L olarak

saptanmistir. Besiyerinin baglangic pH’ s1, lakkaz aktivitesinin artirilmasinda en 6nemli
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parametrelerden biri olup, ¢alkamali kosullarda inkiibe edilen fungusun besiyerinin pH’
s15.5,6,6.5,7,7.5, 8, 8.5 e ayarlanmis olup, bu ortamlarda en yiiksek lakkaz aktivitesi
pH’ s1 7.5’ e ayarlanmis Kkiiltlir ortaminda inkiibasyonun 3. giiniinde yaklasik

4100 nkat/L olarak saptanmistir. [141].

Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus 493 soyu, Pleurotus ostreatus 494 soyu
ve Pleurotus pulmonarius tiirleri kullanilarak yapilan bir ¢calismada besiyerinde glukoz,
maltoz, mannitol, D-glukonik asidin sodyum tuzu, ksilan, seliiloz, karboksimetilseliiloz,
mandalina kabugu, asma talag1 gibi karbon kaynaklarindan biri kullanilarak funguslar
derin fermentasyon ve kati substrat fermentasyonu siirecinde inkiibe edilmistir. Buna
gore, en yiiksek lakkaz aktiviteleri P. eryngii i¢in mandalina kabugu iceren besiyerinde
22+2 °C’ de 180 rpm calkalama hizinda gergeklestirilen derin fermentasyon sonucunda
999.5 U/L, P. ostreatus 493 soyu, P. ostreatus 494 soyu ve P. pulmonarius igin ise
asma talasi iceren besiyerinde kati1 substrat fermentasyonu sonucunda sirastyla 2144.6,
378, 391 U/L olarak saptanmistir. Besiyerinde pepton, vitamin i¢cermeyen kazein asit
hidrolizati, musir 6ziitli, KNOs; NH4CIl, (NH4),SO4, NH4H,PO4, NH4NO; gibi azot
kaynaklarindan biri kullanilarak, ayn1 funguslar yine 2242 °C’ de 180 rpm ¢alkalama
hizinda derin fermentasyon ve kat1 substrat fermentasyonu siirecinde tiretilmistir. Buna
gore, en yiiksek lakkaz aktiviteleri P. eryngii ve P. ostreatus 493 soyu i¢in (NH4),SO4
iceren besiyerinde sirastyla 246.4 ve 445 U/L, P. ostreatus 494 soyu ve P. pulmonarius
icin ise NH4Cl iceren besiyerinde sirasiyla 466.2 ve 441.0 U/L olarak belirlenmistir
[169].

Yar kat1 ve sivi ortamlarda Trametes versicolor, Trametes villosa, Lentinula
edodes ve Botrytis cinerea’ nin kullanildig1 bir ¢calismada 7. versicolor ve T. villosa’ nin
tiretildigi malt ekstrakt agar ortamima 0.8 mM ferulik asit ilave edilmis ve funguslar
28 °C’ de statik olarak inkiibe edilmistir. 7. versicolor’ un en yiliksek lakkaz
aktivitesinin inkiibasyonun 21. giiniinde 588 U, T. villosa’ nin ise inkiibasyonun 7.
giiniinde 95 U oldugu saptanmistir. L. edodes’ in iiretildigi malt ekstrakt agar ortamina
0.8 mM ferulik asit ilavesi ile en yliksek aktivite inkiibasyonun 7. giliniinde 2.4 U olarak
belirlenmistir. B. cinerea’ nin iireme ortamina ise ayni konsantrasyonda gallik asit
ilavesi ile en yliksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 14. giinlinde 8.1 U olarak tespit
edilmistir. Aym1 ¢alismada, 7. versicolor ve T. villosa’nin iretildigi malt ekstrakt agar
ortamma 0.3, 0.8 ve 8 mM konsantrasyonlarda 2,5-ksilidin ilave edilmis ve farkli

konsantrasyonlarda 2,5-ksilidinin enzim aktivitesi {izerine etkisi arastirilmistir.
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T. versicolor igin en yiiksek lakkaz aktivitesi 0.8 mM 2,5-ksilidinin ilave edildigi kiiltiir
ortaminda inkiibasyonun 21. giinlinde 558 U olarak saptanirken, 7. villosa’ min en
yiiksek lakkaz aktivitesi ise 8 mM 2,5-ksilidin eklenmis ortamda inkiibasyonun 14.
giiniinde 304 U olarak belirlenmistir. Bu ¢calismada ayrica 7. versicolor, T. villosa ve B.
cinerea’ nin Uretildigi siv1 kiiltiir ortamina 0.5 mM konsantrasyonda 2,5-ksilidin, gallik
asit ve ferulik asit ayr1 ayr1 ilave edilmis olup, funguslar 28 °C’ de 240 rpm ¢alkalama
hizinda inkiibe edilmis ve kiiltivasyonun 4, 8, 12, 16 ve 20. giinlerinde lakkaz aktivitesi
Olciilmiistiir. T. versicolor, T. villosa igin en yiiksek lakkaz aktivitesi 2,5-ksilidin ilave
edilmis ortamda inkiibasyonun 16. giiniinde sirasiyla 5318 U ve 155 U iken, B. cinerea
icin ise en yliksek aktivite gallik asit ilave edilmis ortamda yine inkiibasyonun 16.
giiniinde 81 U olarak belirlenmistir [147].

Hou vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada Pleurotus ostreatus 32 soyu
azotca sinirlt (0.5 g/L iire) ve azotca zengin (5 g/L lire) ortamda statik ve ¢alkalamali
kosullarda inkiibe edilmis ve bu kosullarin fungusun lakkaz {iretimi iizerine etkisi
arastirilmistir. Azotca zengin ortamda c¢alkalamali kosullar altinda inkiibe edilen
fungusun kiiltlir sivisinda lakkaz aktivitesi saptanamazken, ayni ortamda statik kosullar
altinda yaklagik 40 U/mL enzim aktivitesi belirlenmistir. Azot sinirli ortamda statik
kiltiirlerdeki lakkaz aktivitesinin ise ayni ortamda calkalamali olarak inkiibe edilen
kiiltiirlerden 2 kat daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir. Azot sinirli ortamda statik
kosullarda inkiibe edilen funguslardaki en yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 14.
giiniinde 85 U/mL’ dir. Ayn aragtiricilar besiyerinde kullanilan karbon kaynaklarinin
enzim tlretimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla besiyerine ayri1 ayri sellobiyoz,
glukoz, gliserol, selilloz ve nisasta ilave ederek fungusu statik kosullarda inkiibe
etmislerdir. En yiiksek enzim aktivitesi sellobiyoz ilave edilmis ortamda inkiibasyonun
12. giiniinde 120 U/mL olarak tespit edilmistir. Inkiibasyonun 12. giiniinde yapilan
Olctimler sonucunda en diislik aktivite ise nisasta eklenmis ortamda yaklasik 30 U/mL
olarak saptanmistir. Aymi ¢alismada, farkli azot kaynaklarinin lakkaz iiretimi {izerine
etkisini gézlemlemek icin besiyeri ortamina iire, amonyum siilfat, amonyum tartarat
bira mayasi Oziitii ve pepton eklenmis, en yiiksek aktivitenin pepton ilave edilmis
ortamda 129 U/mL oldugu belirlenmistir. Calismanin son asamasinda inkiibasyonun 4.
giiniinden sonra lakkaz iiretimini artirmak amaciyla iireme ortamina ayri ayrt 1| mM
konsantrasyonda ABTS, veratril alkol, guaiakol, ferulik asit, tirozin ve 0.05 mM

2,5-ksilidin eklenmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi ABTS ilave edilmis ortamda
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yaklagik 410 U/mL olup, bu deger kontroliin yaklasik 5 kati olarak ifade edilmektedir.
[151].

Revankar ve Lele (2006) tarafindan yapilan ¢alismada bir beyaz ciiriik¢iil fungus
soyu olan WR—1I" in optimize edilmis kiiltiir ortamina inkiibasyonun 4. giiniinde 1 mM
konsantrasyonda ayr1 ayri1 p-anisidin (p-metoksi anilin), gallik asit (3,4,5-trihidroksi
benzoik asit), ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksi benzoik asit), katesol, guaiakol,
1-hidroksibenzotriazol (HBT) ve 2,5-ksilidin gibi aromatik indiikleyiciler ilave
edilmistir. Ureme ortamina indiikleyici madde ilavesinden sonra fungus 28 °C’ de
150 rpm calkalama hizinda inkiibe edilerek bu indiikleyicilerin lakkaz aktivitesi iizerine
etkisi arastirilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda kontrol gruplarinda en yiiksek
lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 7. gilinlinde 280 U/mL iken, indiikleyici ilave edilmis
ortamlarda en yliksek enzim aktivitesi inkiibasyonun 6. giiniinde saptanmistir. Lakkaz
aktivitesini artiran en etkili indiikleyiciler sirastyla 2,5-ksilidin (614 U/mL), p-anisidin
(472 U/mL), gallik asit (447 U/mL) ve ferulik asit (433 U/mL) olarak belirlenmistir. En
etkili indiikleyici olarak saptanan 2,5-ksilidin konsantrasyonu 1 mM’ dan 0.8 mM’ a
diistiriildiigiinde enzim aktivitesinin 614 U/mL’ den 692 U/mL’ ye ciktig1 ifade
edilmektedir [32].

Gnanamani vd. (2006) konstitiitif olarak lakkaz sentezleyen Phanerochaete
chrysosporium NCIM 1197 soyunun kiiltiir ortamina lakkaz tiretimini artirmak amaciyla
ayr1 ayr1 400 mM veratril alkol, 50 mg/I siklohekzimid, 300 mM gallik asit ve 300 mM
guaiakol ilave etmis ve ortam pH’ s pH 5.5’ e ayarlamiglardir. Fungus besiyeri
ortamina inokiile edildikten sonra 35 °C’ de statik olarak 12 giin boyunca inkiibe
edilmis ve giinliik olarak lakkaz aktivitesi ol¢iilmiistiir. En yiiksek lakkaz aktiviteleri
inkiibasyonun 5. giiniinde veratril alkol ve siklohekzimit ilave edilmis ortamlarda

sirastyla 18.6+2.0 ve 17.32+1.4 U/L olarak rapor edilmektedir [92].

Shah vd. (2006) tarafindan Pleurotus ostreatus kullanilarak yapilan bir
calismada lakkaz iiretimini artirmak amaciyla indiikleyici madde olarak kiiltiir ortamina
%1 (v/v) DMSO ilave edilmistir. En yiliksek enzim aktivitesi kontrol gruplarinda
inkiibasyonun 24. giiniinde 0.053 U/mL iken, DMSO ilave edilen kiiltiirlerde enzim
aktivitesinin 0.068 U/mL oldugu saptanmustir [168].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismalarda Kullanilan Funguslar

Bu calismada, Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz ciiriik¢iil funguslardan
Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 kullanildi. Bu
funguslar Indnii Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji-

Biyoteknoloji laboratuvarinda saf kiiltiir olarak muhafaza edilmektedir.

3.2. Cahsmalarda Kullamilan Funguslarin Kati Besiyerinde Uretimi ve Saklanmasi

Calismalarda kullanilan funguslarin devamliligini saglamak icin funguslar, SDA
(Sabouraud Dekstroz Agar) plaklarinda 30 °C’ ye ayarlanmis statik inkiibatorde (Sanyo
MIR 252) 6 giin inkiibe edildi ve her 4-5 haftada bir taze besiyerine pasajlamalari
yapildi. Inkiibasyon sonucu elde edilen fungus Kkiiltiirleri +4 °C’ de buzdolabinda

saklandi.

3.3. Calismalarda Kullamilan Funguslarin Sivi Besiyerinde Uretimi ve Peletlerin

Hazirlanmasi

Yatik agarda iiretilen fungus kiiltiirlerine 10 mL steril distile su eklenerek misel
stispansiyonu hazirlandi. Elde edilen bu misel siispansiyonundan 5 mL alinarak 100 mL
SDB (Sabouraud Dekstroz Broth) iceren 250 mL’ lik erlene aktarildi ve 30 °C’ de
150 rpm’ de calkalamali inkiibatérde 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir
diisiik devirde homojenize edilerek ¢alismalarda kullanilacak stok kiiltiir hazirlanmasi
amaciyla 7 mL kiiltiir 600 mL SDB besiyeri ortamlaria steril kosullarda ekildi. Ekim
islemi sonrasinda funguslar pelet olusumu icin 30 C ve 150 rpm’ de calkalamali
inkiibatorde 5 giin inkiibe edilmis ve liretim sonrasi olusan peletler aseptik kosullarda

stiziilerek amaca uygun olarak ¢aligmalarda kullanildi.
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3.4. Cahsmalarda Enzim Uretim Ortami Olarak Kullamilan Besiyerlerinin Icerigi

ve Hazirlanmasi

34.1. Cahsmalarda enzim iiretim ortamm olarak kullanilan STO ile

STO+0.5 mM CuS0O4.5H;0’ nun icerigi ve hazirlanmasi

(Calismalarda enzim iiretim ortami olarak kullanilan STO (Stok Temel Ortam) ve

STO+0.5mM Cu’ nun igerigi Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. STO ve STO+0.5mM Cu’ nun igerigi

Kullanmilan Bilesen STO STO+0.5mM Cu
KH,PO4(g) 0.2 0.2
CaCl,.2H,0 (g) 0.1 0.1
MgS04.7H,0 (g) 0.05 0.05
NHH,PO4(g) 0.5 0.5
FeS04.7H,0 (g) 0.035 0.035
Glukoz (g) 2 2
Maya Oxziitii (g) 1 1
CuS04.5H,0 (g) 0 0.12484
Distile su (mL) 1000 1000

Cizelge 3.1° de belirtilen besiyeri bilesenlerinin oranlar1 1500 mL son hacime
uyarlanarak hassas terazide tartildi ve 2000 mL’ lik erlenler icerisine aktarildi. Son
hacim 1500 mL olacak sekilde distile su ilave edilerek hazirlanan besiyerleri 121 °C,
1.5 atm basing altinda 20 dakika siiresince otoklavda steril edildi ve sogumaya birakildi.
Sogutma igleminden sonra besiyerlerinin pH’ s1 aseptik sartlarda pH metrede 6l¢iildii ve
daha sonra SN HCl ve 5N NaOH kullanarak pH ayarlamas1 yapilarak ¢aligmalarda
kullanildi.
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3.5. Lakkaz Uretim Yontemleri

3.5.1. Kesikli yontem

Bu yontem hazir pelet kullanilmasi ile klasik kesikli metottan, besiyerinin
periyodik olarak degistirilmemesinden dolay1r da tekrarli kesikli yontemden ayrilir.
Kesikli yontem tekrarli kesikli siirecte gerceklestirilen calkalama optimizasyonunda
statik, inkiibasyon zamani optimizasyonunda ise c¢alkalamali olarak test edilmistir.
Buradaki amag, tekrarli kesikli yontem ile kesikli yontemi lakkaz iiretim verimi
acisindan kiyaslamaktir. Statik kosullarda Boliim 3.3” de ifade edildigi gibi hazirlanan
Funalia trogii ve Trametes versicolor peletleri aseptik kosullarda iiger tekrarli olacak
sekilde 250 mL’ lik erlenlere siras1 ile 0.68 ve 0.70 g olacak sekilde tartildi ve
tizerlerine 50 mL STO ve STO+0.5mM Cu ilave edilerek 30 °C’ de statik kosullarda
inkiibasyona birakildi. Bes giin boyunca her 24 saatte bir besiyerlerinden mikropipet ile
500 pl ornek alindi ve lakkaz aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit edildi.
Calkalamali caligmalar ise 150 rpm’ de yiiriitildi. Bes giin devam eden c¢alisma
esnasinda 12. saate kadar 2 saatte bir, 24. saate kadar 12 saatte bir ve daha sonra 120.
saate kadar 24 saatte bir steril kosullarda besiyerlerinden 500 pl 6rnek alip, alinan

ornekteki lakkaz aktivitesi spektrofotometrik olarak saptandi.

3.5.2. Tekrarh kesikli yontem

Lakkaz tiretimi agisindan kesikli iiretim yontemine gore ¢ok daha verimli bir
yontem olan tekrarli kesikli yontem yapilan caligmalarin temelini olusturmaktadir.
Boliim 3.3’ de belirtildigi gibi hazirlanan Funalia trogii ve Trametes versicolor peletleri
steril kosullarda ticer tekrarli olacak sekilde 250 mL’ lik erlenlere kuru agirlik olarak
sirastyla 0.68 ve 0.70 g olacak sekilde tartild1 ve iizerlerine 50 mL STO ve STO+0.5
mM Cu ilave edildi. Peletler 30 C’ de, 150 rpm ¢alkalama hizinda 24 saat inkiibe
edildikten sonra steril kosullarda siiziilerek alind1 ve iizerlerine ayn1 miktarda STO ve
STO+0.5 mM Cu eklendi. Bes giin boyunca her 24 saatte bir elde edilen siiziintiilerdeki

lakkaz aktivitesi spektrofotometrik olarak saptandi.

53



3.6. Optimizasyon Calismalari

3.6.1. Bakirin lakkaz iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi

Boliim 3.3’ de belirtildigi gibi hazirlanan Funalia trogii ve Trametes versicolor
peletleri siras1 ile 0.68 g ve 0.70 g olacak sekilde 250 mL’ lik erlenlere aktarildi ve
0.25, 0.5, 1, 2, 5 mM CuS0.4.5H,0 igeren STO besiyerleri iizerine eklendi. Daha
sonraki siiregte funguslar 30 °C ve 150 rpm’ de 24 saat inkiibe edildi. Kontrol amaciyla

bakir icermeyen STO besiyerleri de benzer sekilde peletler tizerine eklenerek kullanildi.

3.6.2. Calkalama hizinin lakkaz iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi

Lakkaz iiretimi agisindan en uygun calkalama hizinin saptanmasi amaciyla
tekrarli kesikli stiregte; statik ve 50, 100, 150, 200, 250 rpm ¢alkalama hizlarinda
calismalar yiiriitiildi. Statik kosullarda tekrarli kesikli siire¢ ve kesikli siirecin lakkaz

iretim verimi de ayrica karsilastirildi.
3.6.3. Besiyeri pH’ sinin lakkaz iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi

STO ve STO+0.5mM Cu besiyerlerinin pH’ larinin Funalia trogii ve Trametes
versicolor peletlerinin lakkaz {iretimine etkisini belirlemek amaciyla aseptik kosullarda

SN HCI ve 5N NaOH kullanarak pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0’ a ayarlandi

ve lakkaz iiretimi i¢in en uygun ortam pH’ s1 saptandu.

3.6.4. Inkiibasyon sicakhiginin lakkaz iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi

En yiiksek enzim firetilen sicaklik araliginin saptanmasi amaciyla ¢aligsmalar 10,

15, 20, 25, 30, 35, 40 °C’ de yiiriitiildii.
3.6.5. Pelet miktarinin lakkaz iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi

Boliim 3.3 de belirtildigi gibi hazirlanan Funalia trogii ve Trametes versicolor
peletlerinin kuru agirliklar sirast ile 0.23, 0.48, 0.68 g ve 0.21, 0.44, 0.70 g olacak

sekilde 250 mL’ lik erlenlere tartilarak kondu. Uzerlerine 50 mL STO ve STO+0.5 mM
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Cu besiyerleri ilave edilerek 30 °C’ de, 150 rpm’ de inkiibe edildi ve her 24 saatte
lakkaz aktivitesi Ol¢iildii.

3.6.6. Inkiibasyon siirelerinin lakkaz iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi

Funalia trogii ve Trametes versicolor peletleri 250 mL’ lik erlenlere aktarildi ve
tizerlerine 50 mL STO ve STO+0.5 mM Cu besiyerleri ilave edilerek 30 °C’ de, 150
rpm ¢alkalama hizinda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince 0., 2., 4., 6., 8., 10., 12., ve
24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde steril kosullarda 6rnekler alinarak lakkaz aktivitesi

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

3.7. Indiikleyici Maddelerin Lakkaz Uretim Verimine Etkisinin Saptanmasi

Tekrarli kesikli siirecte gerceklestirilen ¢alismalarda besiyerlerine ilave edilen
baz1 indiikleyicilerin lakkaz iiretimi lizerine etkisini tespit etmek amaciyla STO ve
STO+0.5 mM Cu ortamina farkli konsantrasyonlarda ABTS [2,2'-Azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)], siringaldazin, guaiakol ve 2,5-ksilidin eklendi. Daha

sonra ¢alismalar optimum kosullarda tekrarh kesikli siirecte yiiriitiildii.
3.7.1. ABTS

STO ve STO+0.5 mM Cu igeren Kkiiltiirlere son konsantrasyonda 0.025, 0.05,
0.1, 0.5 ve 1 mM olacak sekilde ABTS steril kosullarda eklendi. Calismalar tekrarl
kesikli stirecte yiiriitiildii.
3.7.2. Siringaldazin

STO ve STO+0.5 mM Cu ortamlaria son konsantrasyonda 0.025, 0.05, 0.1 ve

0.5 mM olacak sekilde siringaldazin saf etil alkolde (%99.9) ¢oziilerek steril kosullarda

eklendi. Fungus peletleri ile tekrarl kesikli siirecte ¢caligmalar yiirtitiildii.
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3.7.3. Guaiakol

Guaiakol son konsantrasyonda 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 1.5 mM olacak sekilde steril
kosullarda STO ve STO+0.5 mM Cu ortamlarina eklendi. Funalia trogii ve Trametes

versicolor peletleri ile tekrarl kesikli siiregte ¢alismalar yiiriitiildii.

3.7.4. 2,5-ksilidin

STO ve STO+0.5 mM Cu ortamlarma 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 1.5 mM olacak sekilde
stvi formda olan 2,5-ksilidin (% 50 etil alkolde coziilerek) steril kosullarda eklendi.

Fungus peletleri ile tekrarl kesikli siirecte ¢aligmalar yiiriitiildii.

3.8. Farkli Besiyerlerinin Lakkaz Uretim Verimine Etkisinin Saptanmasi

3.8.1. Distile su ve Distile su+0.5 mM Cu

Bolim 3.3” de belirtildigi gibi hazirlanan Funalia trogii ve Trametes versicolor
peletleri siras1 ile 0.68 g ve 0.70 g olacak sekilde 250 mL’ lik erlenlere aktarildi.
Uzerlerine 50 mL steril distile su veya distile su+0.5 mM Cu ilave edilerek 30 °C’ de,

150 rpm’ de inkiibe edildi ve 24 saatte bir lakkaz aktivitesi saptandi.

3.8.2. SDB ve SDB+0.5 mM Cu

Funalia trogii ve Trametes versicolor peletleri sirasi ile 0.68 g ve 0.70 g olacak
sekilde 250 mL’ lik erlenlere eklendi. Uzerlerine steril 50 mL SDB (Sabouraud
Dekstroz Broth) veya SDB+0.5 mM Cu ilave edilerek 30 °C’ de, 150 rpm’ de inkiibe
edildi ve 24 saatte bir lakkaz aktivitesi saptandi.

3.8.3. MEB ve MEB+0.5 mM Cu

Funalia trogii ve Trametes versicolor peletleri sirasi ile 0.68 g ve 0.70 g olacak
sekilde 250 mL’ lik erlenlere tartilarak kondu. Uzerlerine steril 50 mL MEB (Malt
Ekstrakt Broth) veya MEB+0.5 mM Cu ilave edilerek 30 ‘C’ de, 150 rpm’ de inkiibe

edildi ve 24 saatte bir lakkaz aktivitesi saptandi.
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3.9. Funguslarin Aljinat Jel I¢erisine Tutuklanmasi

Beyaz ciiriik¢iil funguslar enzim iiretimi ve ¢esitli boyalarin renginin giderimi
gibi amaglarla aljinat boncuklarina tutuklanarak ¢alismalarda kullanilmaktadir [170].

Buna gore Funalia trogii ve Trametes versicolor hiicreleri %1 w/v aljinat
cozeltisi ile karigtirildiktan sonra diisiik devirde homojenize edildi. Bu karigim, 0.1 M
soguk CaCl, c¢ozeltisine pastor pipeti ile damlatilarak tutuklama gergeklestirildi.
Tutuklanmis olan funguslar serum fizyolojik ¢ozeltisi (%0.9 NaCl) icerisinde bekletildi.
Calismada kullanilacak tutuklanmig hiicreler steril distile su ile yikandiktan sonra SDB
besiyerinde 24 saat inkiibe edildi (Sekil 3.1, 3.2). Inkiibasyon sonrasi tutuklanmis
hiicreler steril kosullarda siiziiliip uygun miktarlarda STO ve STO+0.5 mM Cu
ortamlarina eklendi [54].

e

Serbest Funalia trogii ATCC 200300

bl S

Tutuklamms Funalia trogu ATCC 200800

Sekil 3.1. Serbest ve tutuklanmis Funalia trogii ATCC 200800 hiicrelerinin goriintimii

a5 T — s ik 1".“ A i o —- i i
Serbest Trametes versicolor ATCC 2008’ﬁﬁ Tutuklanmus Trametes versicolor ATCC 200801

Sekil 3.2. Serbest ve tutuklanmis Trametes versicolor ATCC 200801 hiicrelerinin
goruntimu
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3.10. Analizler

3.10.1. Kiiltiir ortamindaki lakkaz aktivitesinin tayini

Lakkaz aktivitesinin saptanmasi i¢in ABTS [2,2'-Azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-
stilfonik asit)] substrat olarak kullanildi. Enzim aktivitesinin 6l¢iimiinde 833 puL sodyum
asetat tamponu (100 mM, pH 5.0), 100 uL ABTS (5mM) ve uygun miktarda enzim
iceren kiiltiir s1visi igerecek sekilde reaksiyon karisimi hazirlandi [72]. Enzim aktivitesi
(EC 1.10.3.2) 420 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede (Shimadzu-UV-
1601, UV/Visible) 1 dakikada elde edilen absorbans degisimi olarak belirlendi ve
1 dakikada 1 pmol substratt (ABTS) {iriine doniistiiren enzim miktar1 1 {inite (U) olarak

ifade edildi. Tiim ¢alismalardaki enzim aktiviteleri U/mL cinsinden tanimlandi.

3.10.2. Kuru agirhgin saptanmasi

Boliim 3.3” de belirtildigi gibi hazirlanan Funalia trogii ve Trametes versicolor
peletleri 50 °C’ ye ayarlanmig pastor firmninda (Niive FN 500) 24 saat siiresince
bekletilerek kurutulup, 1 saat desikatorde bekletildikten sonra darast alinmig bos filtre
kagitlarindan (Whatman No:1, Toyo Advantec, 125 mm ¢ap) siiziildii. Daha sonra filtre
kagidi+fungus 24 saat 50 °C’ de pastor firininda bekletilerek kurutuldu. Kurutma islemi
sonrast 1 saat desikatorde birakildi ve sonra hassas terazide tartilarak Funalia trogii ve

Trametes versicolor peletlerinin biyokiitle miktar1 g/50 mL olarak ifade edildi.

3.10.3. Agir metal miktarimin analizi

Calisma siiresince temel besiyeri olarak kullanilan STO+0.5 mM Cu
ortamindaki bakirin Funalia trogii ve Trametes versicolor peletleri tarafindan ne
kadarinin absorplanip ne kadarinin kiiltiir sivis1 igerisinde kaldigin1 saptamak amaciyla
kiiltiir sivilar1  ve stok besiyerindeki bakir miktarlart atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ile saptandi. Buna ilaveten kontrol olarak bakir eklenmeyen stok
STO ortaminda ve bu ortamda inkiibe edilen funguslarin kiiltiir sivilarinda bakir olup
olmadigimin saptanmasi amaciyla ayni analiz, atomik absorbsiyon spektrofotometresi
kullanilarak Indnii  Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Merkezi Arastirma

Laboratuvarinda yaptirildi.
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3.10.4. Toplam protein miktarinin saptanmasi

Toplam protein miktari, mikroplaka okuyucu sistemi (Molecular Devices Corp.,
Versamax) kullanilarak Bradford yontemiyle saptandi. Bunun icin her bir mikroplaka
kuyucuguna 5 pL kiiltiir sivisit ve 250 pL Bradford ayiraci eklendi ve mikroplakalar
cihaz igerisinde 15 saniye calkalandiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda (25 °C)
karanlikta bekletildi. Daha sonra renk degisimine bagli olarak olusan absorbans
degisimi 595 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Elde edilen OD degerleri, BSA (Sigir Serum
Albumini) kullanilarak ¢izilmis standart grafik degerleri ile karsilastirilarak
orneklerdeki toplam protein miktarlar1 paket program (Slide) kullanilarak hesaplandi.

Olgiimler iiger tekrarli olarak yapildi [56, 93].

3.11. istatistiksel Analiz

Enzim aktivitelerinin hesaplanmasinda istatistik paket programi olarak SPSS

(SPSS 10.0 Inc., USA) programi kullanildi.

3.12. Poliakrilamid Jel Elektroforezi Calismalari

Yiiksek oranda lakkaz igeren kiiltiir sivilarindan aliman ornekler SDS
poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitilmeden 6nce ornekler iizerine Sigma-Aldrich
marka hazir 6rnek tamponu (Laemmli 2x konsantrasyonda) eklendi ve 6rnekler kaynar
suda 3 dakika bekletilerek denatiire edildi. Dogal poliakrilamid jel elektroforezinde
yiritilecek o6rnekler {iizerine ise SDS ve 2-merkaptoetanol icermeyen 2x
konsantrasyonda hazirlanmis ©6rnek tamponlari eklendi ve Ornekler kaynar suda
bekletilmedi. Dogal poliakrilamid jel elektroforezinin jel icerigi SDS poliakrilamid jel
elektroforezinin jel icerigi ile aymi olup, %10’ luk SDS ¢ozeltisinin yerine dogal
poliakrilamid jel elektroforezinin jel ortamina ayni miktarda distile su ilave edildi (Sekil

3.3).
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Sekil 3.3. Akrilamid, N,N'-metilen bisakrilamid ve poliakrilamid jelin kimyasal yapisi
[171]

Poliakrilamid jel elektroforezi ¢alismalarinda kullanilacak ayirma (%10) ve
sikistirma jelleri (%4) hazirlandiktan sonra 6rnek tamponlari eklenmis protein
standartlar1 [Miyozin (205 kDa), B-Galaktozidaz (116 kDa), Fosforilaz-B (97.4 kDa),
Albumin (BSA) (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Karbonik anhidraz (29 kDa), Tripsin
inhibitor (20.1 kDa), a-Laktalbumin (14.2 kDa)] ve kiiltiir filtratlar1 SDS poliakrilamid
jel elektroforezinde 40 mA/jel sabit akimda yaklasik 100 dakika, dogal poliakrilamid jel
elektroforezinde ise 40 mA/jel sabit akimda yaklasik 120 dakika siire ile elektroforez
islemine tabii tutuldu. Ydiiriitme islemlerinin sonucunda olusan protein bantlarini
gorilinlir hale getirmek i¢in SDS poliakrilamid jel elektroforezinde jellere Coomassie
Brilliant Blue R-250 boyamasi yapilirken, dogal poliakrilamid jel elektroforezi
sonrasinda ise Coomassie Brilliant Blue R-250 veya aktivite boyamas1 [%0.03 ABTS
(w/v)] yapild.

Molekiil agirliklart bilinen standart proteinlerin, molekiil agirliklart ve jeldeki
go¢ mesafeleri ile iligkili olarak Microsoft Office Excel 2003 programinda cizilen

dogrusal bir grafik yardimi ile 6rnek proteinin molekiil agirlig1 hesaplandi.
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3.12.1. Hesaplama yontemi

1. Boyanin (bromfenol mavi) uygulama noktasindan elektroforez sonunda gog
ettigi noktaya kadar olan mesafesi dl¢iildii.

2. Molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinlerin uygulama noktasindan
elektroforez sonunda gog ettigi noktaya kadar olan mesafeleri 6l¢iildii.

3. Her standart protein i¢cin Rf degeri hesaplandi. Bunun icin asagidaki formiil

kullanildz:

Proteinin giic ettigi mesafe

Boyamn gic ettigi mesafe

4. Microsoft Office Excel 2003 programinda, X ekseni Rf, Y ekseni ise molekiiler
agirlik olacak sekilde standart egri grafigi ¢izildi (Sekil 3.4).
5. Bilinmeyen proteinin Rf degeri hesaplanarak cizilen grafik yardimi ile molekiil

agirligt hesaplandi [157].

] = -41,433Ln(x) + 10,595
100 = (,14; 974 ' R’=0 (9X7)79

kDa

0,83; 20
10 T T T T 1

Rf

Sekil 3.4. Molekiil agirliklar: (kDa) belli olan proteinlerin standart egri grafigi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Lakkaz hem fenolik hem de fenolik olmayan bilesikleri oksitleyebilir. Lakkaz
enzimi genis substrat 6zgiilliiglinden dolay1 pek ¢ok endiistriyel alanda farkli amaglarla
kullanilabilmektedir [72].

Lakkaz kullanilarak kagit, tekstil ve petrokimya endiistrisi atik sularinin
detoksifikasyonu, boya ve tekstil fabrikasi atiksularinin renginin giderimi, pestisit
transformasyonu ve toprak kirleticilerinin biyolojik iyilestirilmesi saglanabilmektedir.
Ayrica kagit hamurunun agartilmasi, lakkaz tabanli biyosensor yapimi, organik madde
iiretimi ve gida endiistrisinde de lakkaz enzimi kullanilmaktadir. Son yillarda bazi su
aritim sistemlerinde temizleyici ajan, anti-kanser ilaglarinin {iretiminde katalizér ve
kozmetik iiriinlerinin bileseni olarak da lakkaz kullanildig: rapor edilmektedir [99].

Beyaz ciiriik¢iil funguslar en iyi lakkaz iireticisi organizmalar olsa da iirettikleri
lakkaz miktar1 endiistriyel alanlarda kullanim igin yeterli degildir. Lakkaz enziminin
farkli alanlarda uygulanabilmesi i¢in yiiksek oranda lakkaz tiretimine ihtiya¢ vardir. Bu
nedenle en uygun lakkaz fiiretim kosullarinin saptanmasi gereklidir. Bu amagcla
calismalarda iyi lakkaz {ireticileri olan Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes
versicolor ATCC 200801 peletleri kullanilarak lakkaz {iretimi i¢in en uygun kosullar
saptanmaya calisildi. En uygun kosullarin arastirildigi calismalar tekrarli kesikli siirecte
gergeklestirilmis olup, oncelikle STO ortamlarina c¢esitli konsantrasyonlarda bakir
eklenerek en uygun bakir konsantrasyonu saptandi. Daha sonra optimizasyon
caligmalar1 en uygun konsantrasyonda (0.5 mM) bakir ilave edilmis ve ilave edilmemis
STO ortamlarinda gergeklestirildi. En uygun kosullarin arastirildigi calismalarda, farkl
calkalama hizlari, ortam pH’ lari, inkiibasyon sicakliklari, pelet miktarlar1 ve zaman
araliklar1 test edildi. Caligmanin bu agamasindan sonra optimum kosullarda funguslarin
lakkaz iiretimlerini artiracak ¢esitli indiikleyici maddeler (ABTS, siringaldazin,
guaiakol ve 2,5-ksilidin) farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde besiyerlerine ilave
edilerek, Funalia trogii ve Trametes versicolor peletlerinin en uygun lakkaz {iretim
kosullar1 saptandi.

Fungus peletlerinin STO ve STO+Cu disinda farkli ortamlarda lakkaz iiretim
kapasitelerini saptayabilmek amaciyla funguslar Distile su, Distile su+Cu, SDB,
SDB+Cu, MEB ve MEB+Cu gibi ortamlarda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilerek

funguslarin bu ortamlardaki lakkaz tiretim yetenekleri saptandi.
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4.1. Tekrarh Kesikli Siirecte Yiiriitiilen Optimizasyon Calismalari

4.1.1. Bakir’ 1n F. trogii ve T. versicolor’ un lakkaz iiretimi iizerine etKkisi

Bakir lakkaz enziminin kofaktorii olmasi nedeni ile pek ¢ok calismada lakkaz
liretimini artirmak i¢in test edilen agirmetallerin basinda gelir. Ancak her agir metal gibi
bakir da kullanilan organizmaya bagli olarak belirli bir konsantrasyonun tizerinde toksik
etki gostererek gelisimi ve dolayisiyla da enzim {retimini baskilar. Bu nedenle enzim
tiretimini artirmak i¢in kullanilan bakirin optimum konsantrasyonunu tespit etmek
gerekir. Buna gore farkli bakir konsantrasyonlarinin F. trogii ve T. versicolor’ un lakkaz
liretim verimi lizerine etkisini ve en uygun bakir konsantrasyonunu saptayabilmek
amactyla son konsantrasyonda 0.25, 0.5, 1, 2, 5 mM igerecek sekilde STO+Cu
hazirlanarak peletler bu ortamlara ilave edildi ve funguslar 11 giin boyunca tekrarli
kesikli olarak inkiibe edilerek lakkaz aktivitesi ol¢iildii. Yapilan 6l¢iimler sonucunda
hem F. trogii hem de T. versicolor i¢in en yliksek enzim aktivitesi inkiibasyonun 6.
giiniinde STO+0.5 mM Cu ortaminda belirlendi. (Cizelge 4.1, 4.2). Buna gore yapilan
caligsmalarda temel besiyeri olarak STO (kontrol) ve STO+Cu (0.5 mM) kullanildu.

Cizelge 4.1. Bakir eklenmis STO’ da F. trogii peletleri ile lakkaz tiretimi (U/mL)

Inkiibasyon
Zamani STO STO+0.25 STO+0.5 STO+1 STO+2 STO+5
(Giin) mM Cu mM Cu mM Cu mM Cu mM Cu
1. 0.53+0.03 9.28+1.19 20.97+1.82 11.07+0.34 7.17+0.50 4.18+0.14
2. 0.60+0.01 12.94+1.53  26.38+1.31 16.34+£0.79  10.56+0.34 7.2540.11
3. 0.66+0.02 19.07£1.04  28.60%1.18 24.35+0.67 16.21+0.54 3.36+0.21
4. 0.74+0.02 22.66+1.22 31.94+0.83 28.70+0.53 18.81+0.62 1.14+0.16
5. 0.82+0.02 25.75£1.78  37.7242.06  27.82+1.14  17.55+0.49 0.72+0.12
6. 0.81+0.04 21.20+£0.89  40.29+1.97  26.37+0.93  16.82+0.25 0.54+0.25
7. 0.74+0.05 17.31+0.60 37.33+1.83 25.26£1.79 13.81+0.59 0.36+0.17
8. 0.60+0.02 12.57+0.46 17.01£1.06 17.33+1.64 10.99+0.21 0.25+0.06
9. 0.49+0.03 4.10+0.73 6.36+0.29 6.85+1.09 2.83+0.08 0.23+0.08
10. 0.31+0.01 3.59+0.25 4.57+0.15 3.13+0.21 0.74+0.08 0.16+0.02
11. 0.24+0.01 1.03+0.07 2.19+0.11 0.79+0.04 0.26+0.01 0.11+0.05
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Cizelge 4.2. Bakir eklenmis STO’ da T. versicolor peletleri ile lakkaz {iretimi (U/mL)

Inkiibasyon
Zamam STO STO+0.25 STO+0.5 STO+1 STO+2 STO+5
(Giin) mM Cu mM Cu mM Cu mM Cu mM Cu
1. 0.42+0.01 1.44+0.29 3.60+0.20 2.49+0.22 0.58+0.04 0.13£0.01
2. 0.45+0.01 2.11+0.29 4.13+0.12 2.85+0.15 1.07+0.03 0.19+0.02
3. 0.51+0.01 2.63+0.18 5.19£0.45 3.46+0.36 1.67+0.16 0.18+0.01
4. 0.54+0.03 3.07+0.31 5.78+0.35 3.89+0.09 2.07+0.15 0.14+0.02
5. 0.60+0.04 3.54+0.41 6.33+0.10 4.31+0.34 1.50£0.25 0.06+0.02
6. 0.53+0.01 4.48+0.30 10.25+0.30 4.98+0.40 0.60+0.01 0.03+0.01
7. 0.48+0.03 3.64+0.26 9.53+0.48 4.67+0.37 0.23+0.02 0.02+0.00
8. 0.43+0.03 2.38+0.17 4.75+0.63 1.75+0.13 0.15+0.01 0.01+0.01
9. 0.30+0.06 0.65+0.07 2.934+0.33 0.94+0.06 0.07+0.01 0.01+0.00
10. 0.19+0.03 0.44+0.08 1.54+0.15 0.64+0.06 0.06+0.01 0.01+0.00
11. 0.14+0.01 0.34+0.03 0.69+0.12 0.48+0.07 0.04+0.00 0.01+0.00

Revankar ve Lele (2006) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada WR-1 beyaz
clriikcil fungusunun iireme ortammma (pH 5.0) 0.5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mM
konsantrasyonlarda bakir siilfat ilave edilmis ve fungus 150 rpm calkalama hizinda
28 °C (£4 °C)’ de 10 giin boyunca inkiibe edilmis ve her 24 saatte bir lakkaz aktivitesi
Olclilmiigtiir. En yiikksek enzim aktivitesinin 1 mM bakir ilave edilmis ortamda
410 U/mL oldugu ve bakir konsantrasyonu arttitkca enzim aktivitesinde diisiis

gbzlendigi rapor edilmistir [32].

Janusz vd. (2006) tarafindan Rhictozonia praticola kullanilarak yapilan bir
calismada fungusun kiiltiir ortamina 5, 10, 15, 25, 50, 100, 150, 200 ve 300 uM bakir
ilave edilmis ve en yiiksek lakkaz aktivitesinin 5 uM bakir ilave edilmis ortamda 3.
giinde yaklasik 1000 nkat/L oldugu saptanmistir. Artan bakir konsantrasyonlarinda
(10 uM’ dan 300 uM’ a) lakkaz iiretiminin baskilandigi ifade edilmektedir [141].

4.1.2. Inkiibasyon sicakhigmin Funalia trogii ve Trametes versicolor peletlerinin

lakkaz iiretimi iizerine etkisi

Inkiibasyon sicakligi fungusun gelisimini etkiledigi i¢in enzim iiretimini [172,

173], kiiltlir stvist igerisindeki enzimin stabilitesini etkiledigi i¢cin de enzim aktivitesini
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etkileyen onemli bir faktordiir. Pek cok enzim izole edildigi organizma tiiriine bagl
olarak optimum aktivite gosterdigi bir sicaklik degerine sahiptir [172].

Hem F. trogii hem de T. versicolor peletleri igin en uygun enzim iretim
sicakliginin tespit edilebilmesi ic¢in yapilan calismada funguslar farkli sicakliklara
ayarlanmig inkiibatérlerde 150 rpm ¢alkalama hizinda inkiibe edilerek enzim aktivitesi
Olciildi. Yapilan calismada oOncelikle farkli sicakliklarin 24 saatlik inkiibasyon
stirecinde tekrarli kesikli silirecte STO ve STO+Cu besiyerlerinde inkiibe edilen
funguslarin lakkaz {iretimi {lizerine etkisi arastirildi. Yirmi dort saatlik inkiibasyon
periyodunda STO ve STO+Cu besiyerlerinde 10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 °C’ lerde
inkiibe edilen F. trogii ve T. versicolor’ un lakkaz liretiminin en yiiksek oldugu sicaklik
derecesinin 30 ‘C oldugu saptandi. Enzimin kofaktorii olan bakirin ilave edildigi
STO+Cu ortaminda STO ortamina gore her iki fungusun da ¢ok daha yiiksek oranda
lakkaz tirettigi belirlendi. STO+Cu ortaminda 30 °C’ de inkiibe edilen F. trogii’ nin
lakkaz aktivitesi 14.71 U/mL iken, 7. versicolor’ un enzim aktivitesi ise 4.89 U/mL

olarak saptandi (Sekil 4.1, 4.2).
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Sekil 4.1. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin STO ve STO+Cu besiyerlerinde 24 saat
inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimi lizerine etkisi
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Sekil 4.2. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin 24 saatlik inkiibasyon siirecinde STO ve
STO+Cu besiyerlerinde 24 saat inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi
lizerine etkisi

Calismalar sonucunda tekrarli kesikli siirecte de en uygun sicaklik araliginin
30 °C olarak gozlendi (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6). Yapilan calisma sonucunda, hem
F. trogii hem de T. versicolor i¢in en yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 5. giiniinde
30 °C’ de ve STO+Cu besiyerinde sirastyla 33.59 ve 10.95 U/mL olarak saptandi (Sekil
4.4,4.6).
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Peletlerin Kullanim Sayisi

Sekil 4.3. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin STO besiyerinde inkiibe edilen F. trogii
peletlerinin tekrarl kesikli siiregte lakkaz {iretimi tizerine etkisi
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Sekil 4.4. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin STO+Cu besiyerinde iiretilen F. trogii
peletlerinin tekrarl kesikli siiregte lakkaz {iretimi tizerine etkisi
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Sekil 4.5. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin STO besiyerinde iiretilen 7. versicolor
peletlerinin lakkaz tiretimi iizerine etkisi
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Sekil 4.6. Farkli inkiibasyon sicakliklarmin STO+Cu besiyerinde inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretimi tizerine etkisi

Wang vd. (2006) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada MSB ortaminda inkiibe
edilen Monotospora sp. 20, 24, 28, 32, 36, 40 °C’ de inkiibe edilmis ve en uygun
inkiibasyon sicakligi 30 “C olarak tespit edilmistir. Arastiricilar fungusun optimum

kosullar altinda en ytiksek 13.55 U/mL lakkaz iirettigini rapor etmistir [174].

4.1.3. Calkalama hizinin F. trogii ve T. versicolor’ un lakkaz iiretimi iizerine etkisi

Calkalama yeterince oksijenin ¢Oziinmesi ve yeterli besin ve de oksijene
ulagilmast agisindan iretilen organizmaya diflize olabilmesi agisindan 6nemli bir
faktordiir [172]. Ancak yiiksek oranda calkalama hizi hem organizmaya hem de
sentezlenen enzimlere mekanik olarak zarar vereceginden c¢alkalama hizinin
organizmaya ve sentezlenen enzime gore optimize edilmesi gerekir [175].

Tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretim verimi agisindan en uygun calkalama
hizini tespit etmek amaciyla yapilan ¢alismalarda farkli calkalama hizlarinin (statik, 50,
100, 150, 200, 250 rpm) tekrarli kesikli inkiibasyon siirecinde STO ve STO+Cu
besiyerlerinde inkiibe edilen peletlerin lakkaz iiretimi {izerine etkisi arastirildi. Tekrarh
kesikli statik yontem ile karsilagtirma yapabilmek amaciyla kesikli statik siirecte de test

edildi (Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12).
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Sekil 4.7. Farkli ¢alkalama hizlarinin STO ve STO+Cu besiyerlerinde 24 saat inkiibe
edilen F. trogii peletlerinin lakkaz {iretimi lizerine etkisi
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Sekil 4.8. Farkli calkalama hizlarinin STO ve STO+Cu besiyerlerinde 24 saat inkiibe
edilen 7. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi iizerine etkisi
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Sekil 4.9. Farkli c¢alkalama hizlarimin STO besiyerinde inkiibe edilen F. trogii
peletlerinin tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi {izerine etkisi
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Sekil 4.10. Farkli ¢alkalama hizlarinin STO+Cu besiyerinde inkiibe edilen F. trogii
peletlerinin tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi {izerine etkisi
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Sekil 4.11. Farkli calkalama hizlarinin STO besiyerinde inkiibe edilen 7. versicolor
peletlerinin tekrarl kesikli siiregte lakkaz {iretimi tizerine etkisi
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Sekil 4.12. Farkli calkalama hizlarinin STO+Cu besiyerinde inkiibe edilen 7. versicolor
peletlerinin tekrarl kesikli sitiregte lakkaz tiretimi tizerine etkisi

Koroleva vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada Coriolus hirsutus 075 soyu
kullanilmis ve fungus 140, 160, 180, 200 rpm ¢alkalama hizinda, 28 "C’ de, 96 saat

kesikli siiregcte inkiibe edilerek 24 saatte bir enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Yapilan
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calisma sonucunda en yiiksek lakkaz aktivitesi 160 rpm c¢alkalama hizinda,

inkiibasyonun 72. saatinde 83.83 U/mL olarak tespit edilmistir [176].

4.1.4. Ortam pH’ simin F. trogii ve T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi iizerine
etkisi

Lakkaz tiretimini etkileyen diger bir etken, besiyeri ortaminin baslangic pH’
sidir. Yapilan pek ¢ok calismada beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin lakkaz {iretimi i¢in kiiltiir
ortaminin baslangic pH’ simin asidik olmas1 gerektigi ifade edilmektedir. Ancak lakkaz
tiretimi i¢in gerekli optimum pH kullanilan fungus tiiriine ve kiiltiir ortamina bagl
olarak degismektedir. Ornegin, Vikineswary vd. (2006) tarafindan yapilan bir calismada
Pycnoporus sanguineus’ un iretildigi kat1 substrat ortaminin pH’ s1 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve
8.0’ a ayarlanmis ve fungus 25+2 °C’ de 12 giin boyunca inkiibe edilmistir. Yapilan
calisma sonucunda en yliksek aktivitenin inkiibasyonun 10. giiniinde 46.5 U/g substrat
oldugu, bu degerden sonra en yiiksek aktivitenin pH 4.0 ortaminda gézlemlendigi rapor
edilmistir [177].

Janusz vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢calismada ise Rhictozonia practicola’
nin inkiibe edildigi ortam pH’ s1 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5’ e ayarlanmis ve en
yiiksek lakkaz aktivitesinin pH 7.5’ e ayarlanmig kiiltiir ortaminda 4000 nkat/L oldugu
tespit edilmistir [141].

F. trogii ve T. versicolor’ un tekrarli kesikli siiregte lakkaz iiretimi agisindan en
uygun ortam pH’ smin tespit edilmesi amaciyla STO ve STO+Cu ortamlarinin pH’ s1
3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0’ a ayarlanarak 30 "C’ de fungal peletler inkiibe
edildi. Yapilan ¢caligma sonucunda F. trogii peletleri en yiiksek lakkaz {iretimini pH 4.0’
a ayarlanmig STO ve STO+Cu ortaminda (Sekil 4.13), T. versicolor peletleri ise pH 5.0’
a ayarlanmis ortamda gerceklestirdi (Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18).
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3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
pH

Sekil 4.13. Farkli ortam pH’ larinin STO ve STO+Cu besiyerlerinde 24 saat inkiibe
edilen F. trogii’ nin lakkaz {iretimi lizerine etkisi

—sSTO+Cu
——STO

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)
w

3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
pH

Sekil 4.14. Farkli ortam pH’ larinin STO ve STO+Cu besiyerlerinde 24 saat inkiibe
edilen iiretilen 7. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi {izerine etkisi
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BpH 3.0
EpH 4.0
OpH 5.0
EpH 6.0
BpH 7.0
BpH 8.0
BpH9.0
EpH 10.0

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

Peletlerin Kullanim Sayisi

Sekil 4.15. Farkli ortam pH’ larinin STO besiyerinde inkiibe edilen F. trogii peletlerinin
tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi tizerine etkisi

50 1 EpH 3.0
WpH 4.0
= 40 4 OpH 5.0
E OpH 6.0
2 % OpH 7.0
8 ] EpH 8.0
2 OpH 9.0
< 204 EpH 10.0
8
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4
©
| 10-
0-

1 2 3 4 5

Peletlerin Kullanim Sayisi

Sekil 4.16. Farkli ortam pH’ larmin STO+Cu besiyerinde inkiibe edilen F. trogii
peletlerinin tekrarl kesikli siiregte lakkaz {iretimi tizerine etkisi
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BEpH 3.0
EpH 4.0
OpH 5.0
ElpH 6.0
BpH 7.0
EpH 8.0
EpH9.0
EpH 10.0

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

Peletlerin Kullanim Sayisi

Sekil 4.17. Farkli ortam pH’ larinin STO besiyerinde inkiibe edilen 7. versicolor
peletlerinin tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi {izerine etkisi

EpH 3.0
16 1 MpH 4.0
=5 OpH 5.0
§ 12 4 OpH 6.0
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N
©
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Peletlerin Kullanim Sayisi

Sekil 4.18. Farkli ortam pH’ larinin STO+Cu besiyerinde inkiibe edilen 7. versicolor
peletlerinin tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi {izerine etkisi
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Yang vd. (2002) tarafindan T7rametes sp. kullanilarak yapilan benzer bir
calismada fungusun kiiltiir ortaminin baslangic pH’ s1 3.0-9.0° a ayarlanmis ve fungus
kesikli siiregte 28 “C’ de 200 rpm ¢alkalama hizinda inkiibe edilmis ve kiiltiir ortaminin
optimum pH’ s1 4.5 olarak tespit edilmis ve bu kosullarda enzim aktivitesi 14600 U/L
olarak saptanmistir [162].

4.1.5. Farkh pelet miktarlarimin F. trogii ve T. versicolor’ un lakkaz iiretimi iizerine

etkisi

Kiiltlir ortaminda bulunan pelet miktarinin artisina bagh olarak, enzim iiretimi de
dogrusal olarak artmaktadir. Ancak kiiltiir ortaminda bulunan pelet miktarinin belirli bir
oranin lizerine ¢ikmasit durumunda funguslar yeterince c¢alkalanamamakta buna bagl
olarak da hem oksijen hem de besin transferi giiclesmektedir. Bu durumun sonucunda
da hiicreler daha cabuk yaslanarak hizlica 6lmekte ve dolayisiyla lakkaz {iretim verimi
de azalmaktadir. Prasad vd. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada poliliretan kopiik
tizerine tutuklanmis Pleurotus ostraetus 1804 soyu 0.34, 0.69, 1.04, 1.38, 1.73, 2.08,
2.42,2.77, 3.11, ve 3.46 g yas agirhik/L tuz soliisyonu olacak sekilde hazirlanmis ve
yapilan calisma sonucunda en yiiksek lakkaz {retimi i¢cin en uygun biyokiitle
konsantrasyonunun 1.38 g yas agirlik/L oldugu saptanmustir [140].

F. trogii ve T. versicolor’ un farkli pelet miktarlarinin lakkaz iiretim verimi
tizerine etkisini saptayabilmek amaciyla funguslar 10, 20, 30 g yas agirlik/50 mL STO
veya STO+Cu olacak sekilde 250 mL’ lik erlenlere aktarilirken, s6z konusu
problemlerden dolay1 30 g yas agirlik lizerindeki miktarlar test edilmedi. Funguslarin
kuru agirliklar ise F. trogii igin sirastyla 0.23, 0.48, 0.68 g iken, T. versicolor igin ise
0.21, 0.44, 0.70 g kuru agirlik/50 mL STO veya STO+Cu olarak kullanildi. Yapilan
calisma sonucunda tekrarli kesikli siiregte F. trogii i¢in en yiiksek lakkaz iiretimi
0.68 g/50 mL STO veya STO+Cu ortaminda (Cizelge 4.3), T. versicolor igin ise 0.70 g
kuru agirlik/50 mL STO veya STO+Cu ortaminda gergeklesti (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. Farkli miktarlarda F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

Inkiibasyon
Zaman Kullanilan pelet miktar1 Kullanilan pelet miktar1
(Giin) 0.23g/50mL  0.48¢/S0mL  0.68g/50mL  0.23g/S0mL  0.48g/50mL  0.68g/50mL
STO STO STO STO +Cu STO +Cu STO +Cu
1. 0.33+0.01 0.38+0.01 0.54+0.04 7.38+0.60 14.86+0.70 22.20+1.55
2. 0.38+0.02 0.47+0.02 0.60+0.03 8.68+0.73 16.27+0.53 26.00£1.21
3. 0.41+0.03 0.52+0.02 0.66+0.02 9.94+0.30 17.98+0.79 30.39+1.22
4. 0.46+0.04 0.58+0.02 0.72+0.06 10.66+0.37 19.74+0.96 38.85+1.38
5. 0.51+0.02 0.68+0.02 0.81+0.07 11.23+0.38 21.66+1.40 39.32+0.97

Cizelge 4.4. Farkli miktarlarda 7. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

Inkiibasyon
Zamani Kullanilan pelet miktar: Kullanilan pelet miktar:

(Giin) 0.21g/50mL  0.44g/S0mL 0.70g/50mL  0.21g/S0mL  0.44g/SOmL  0.70g/50mL

STO STO STO STO+Cu STO+Cu STO+Cu

1. 0.16+0.00 0.31+0.01 0.36+0.02 2.31+0.18 3.90+0.15 5.64+0.36

2. 0.18+0.00 0.33+0.00 0.41+0.02 2.75+0.25 4.57+0.21 6.18+0.40

3. 0.21+0.01 0.37+0.01 0.46+0.02 3.27+0.24 5.32+0.29 8.07+0.44

4. 0.24+0.01 0.40+0.01 0.53+0.03 3.92+0.13 6.57+0.39 10.17+0.78

5. 0.25+0.02 0.41+0.02 0.60+0.04 4.36+0.16 7.08+0.34 11.04+1.01

4.2. F. trogii ve T. versicolor Peletlerinin Farkh Inkiibasyon Siireleri ve

Siireclerinde Lakkaz Uretimi

Calismanin bu kisminda iki farkli deney diizenegi hazirlanarak fungus

peletlerinin farkli inkiibasyon siire¢lerinde lakkaz {iretim verimi saptandi. Caligmanin

birinci agamasinda hem kesikli siire¢ hem de tekrarli kesikli siiregte peletler inkiibe

edildi (Cizelge 4.5, 4.6). Kesikli stirecte STO ve STO+Cu ortaminda inkiibe edilen

F. trogii peletlerinin en yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 120. saatinde sirasiyla

0.43 ve 10.04 U/mL iken, tekrarl kesikli metot ile STO ve STO+Cu ortaminda inkiibe

edilen F. trogii peletlerinin en yliksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun yine 120. saatinde

strastyla 0.85 ve 37.85 U/mL olarak belirlendi (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Kesikli ve tekrarli kesikli siirecte F. trogii peletleri ile lakkaz iiretimi

(U/mL)
Inkiibasyon Kesikli siirec¢ Tekrarh kesikli siire¢

Zamani 0.68g/50mL 0.68g/50mL 0.68g/50mL 0.68g/50mL

(Saat) STO STO+Cu STO STO+Cu

0. 0.04+0.00 0.06+0.01 0.01+0.00 0.06£0.00

2. 0.07+0.01 0.09+0.02 0.02+0.00 0.09+0.01

4. 0.08+0.01 0.12+0.01 0.04+0.00 0.16+0.01

6. 0.08+0.01 0.24+0.01 0.060.00 0.16+£0.01

8. 0.09+0.01 0.54+0.02 0.09+0.01 0.18+0.01

10. 0.10+0.01 0.64+0.02 0.10+0.01 0.21£0.01

12. 0.12+0.01 0.83+0.02 0.17+0.01 0.32+0.02

24. 0.17+0.01 2.78+0.20 0.56+0.04 20.23£1.15

48. 0.24+0.01 6.47+0.20 0.66+0.03 24.83+2.40

72. 0.32+0.01 9.10+0.52 0.72+0.02 28.16+2.52

96. 0.39+0.01 9.64+0.46 0.81+0.01 32.3842.42
120. 0.43+0.02 10.04+0.43 0.85+0.04 37.85+£2.09

Kesikli siiregte STO ve STO+Cu ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor
peletlerinin yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 120. saatinde sirasiyla 0.32 ve
2.33 U/mL iken, tekrarli kesikli siiregte STO ve STO+Cu ortaminda inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin en yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun yine 120. saatinde

sirastyla 0.82 ve 13.16 U/mL olarak belirlendi (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Kesikli ve tekrarli kesikli siirecte 7. versicolor peletleri ile lakkaz iiretimi
(U/mL)

Inkiibasyon Kesikli siirec Tekrarh kesikli siire.
Zamam 0.70g/50mL 0.70g/50mL 0.70g/50mL 0.70g/50mL
(Saat) STO STO+Cu STO STO+Cu
0. 0.06+0.01 0.08+0.01 0.04+0.01 0.07+0.00
2 0.09+0.01 0.16+0.02 0.06+0.01 0.10+0.01
4 0.13+0.01 0.19+0.01 0.08+0.01 0.12+0.01
6. 0.16+0.01 0.21+0.01 0.08+0.01 0.16+0.01
8 0.19+0.01 0.24+0.02 0.09+0.01 0.19+0.01
10. 0.22+0.01 0.26+0.01 0.11+0.01 0.22+0.01
12. 0.23+0.01 0.30+0.02 0.13+0.01 0.29+0.02
24. 0.24+0.02 0.70+0.03 0.25+0.02 6.23+0.39
48. 0.25+0.01 1.08+0.09 0.51+0.02 6.70+0.16
72. 0.27+0.01 1.51+£0.17 0.62+0.02 7.21+0.23
96. 0.29+0.02 2.17+0.11 0.73+0.03 11.67+0.24
120. 0.32+0.02 2.33+0.19 0.82+0.03 13.16+0.29

STO ve STO+Cu ortamlarinda kesikli siirecte inkiibe edilen F. trogii ve
T. versicolor peletlerinin 0.—12. saat arasindaki lakkaz aktivitelerinin tekrarli kesikli
metot ile iiretilen peletlerin enzim aktivitelerine gore daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu
durum tekrarl kesikli siiregte inkiibe edilen funguslarin iki saatte bir kiiltiir sivilar
uzaklastirilirken, kesikli siirecte inkiibe edilen funguslarin kiiltiir ortamlarinda stirekli
enzim birikmesi ile aciklanabilir. Inkiibasyon periyodu uzatildiginda tekrarli kesikli
stirecte inkiibe edilen her iki fungusun da lakkaz iiretim verimi artarak kesikli siiregte
inkiibe edilen funguslardan daha yiiksek oranda lakkaz iirettikleri saptandi. Bunun
nedeni de tekrarli kesikli siirecte ortama taze karbon ve enerji kaynagi eklenmesi
olabilir.

Calismanin ikinci asamasinda funguslar STO ve STO+Cu besiyerlerinde 12 giin
boyunca optimum kosullarda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edildi ve 24 saatlik
araliklarla kiltlir stvis1 alinarak enzim aktivitesi olgiildii. F. trogii igin en yliksek enzim
aktivitesi STO ortaminda inkiibasyonun 5. giiniinde 0.82 U/mL iken, STO+Cu
ortaminda inkiibasyonun 6. giiniinde 40.29 U/mL olarak belirlendi (Sekil 4.19, 4.20).
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Sekil 4.19. Tekrarli kesikli siirecte STO ortaminda 12 giin boyunca inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz {iretimi (U/mL)
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Sekil 4.20. Tekrarl kesikli siire¢te STO+Cu ortaminda 12 giin boyunca inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

T. versicolor i¢in ise en yliksek enzim aktivitesi STO ortaminda inkiibasyonun 5.
giiniinde 0.61 U/mL iken, STO+Cu ortaminda inkiibasyonun 6. giiniinde 12.08 U/mL
olarak belirlendi (Sekil 4.21, 4.22).
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Sekil 4.21. Tekrarli kesikli siiregte STO ortaminda 12 giin boyunca inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi (U/mL)
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Sekil 4.22. Tekrarl kesikli siire¢te STO+Cu ortaminda 12 giin boyunca inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi (U/mL)

Tekrarli kesikli siirecte STO+Cu ortaminda inkiibe edilen F. trogii ve
T. versicolor peletlerinin 12 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam lakkaz aktivitesi

sirastyla 255 ve 69 U/mL olarak saptandi.
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Arora ve Gill (2000) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, inkiibasyon periyodunun
Phlebia fascicularia, P. floridensis ve Dichomitus squalens beyaz c¢iiriikk¢iil fungus
tirleri tarafindan iiretilen lakkaz enzimleri iizerine etkisi tespit edilmistir. Lakkaz
tiretimi P. floridensis’ de 8., P. fascicularia’ da 10., D. squalens’ de ise 18. glinlerde en
ylksek seviyeye ulasmis oysa ki en yiiksek biyokiitle D. squalens’ de 16., Phlebia spp.
icin 8. giinde elde edilmistir. Phlebia spp.’ de biyokiitlenin azalisiyla birlikte 20. giinde
hem enzim iiretiminde hem de spesifik lakkaz aktivitesinde bir artis gdzlenmistir.
Bunun nedeninin fungal otoliz esnasinda agiga ¢ikan az miktarda intraseliiler lakkaz

olabilecegi rapor edilmistir [42].

4.3. Tutuklanms F. trogii ve T. versicolor Hiicreleri ile Lakkaz Uretimi

Serbest formda mikroorganizmalarla enzim iiretiminin yan1 sira bazi arastiricilar
mikroorganizmalar1 aljinat, kitosan, kitin ve seliiloz tiirevleri gibi dogal polimerler
icerisine, bazi arastiricilar da poliiiretan kopiik veya naylon siinger ylizeyine tutundurma
seklinde tutuklayarak enzim iiretimini gergeklestirmeye c¢aligmaktadir [95]. Park vd.
(2006) tarafindan yapilan bir ¢calismada Funalia trogii aljinat jel igerisine tutuklanmig
ve en ylksek lakkaz aktivitesi 1000 U/L olarak saptanmustir [170].

Tekrarli kesikli siirecte serbest fungus peletleri ile tutuklanmis fungus
hiicrelerinin lakkaz iiretim verimini karsilastirmak amaciyla F. trogii ve T. versicolor
hiicreleri aljinat jel icerisine tutuklandi ve tutuklanan hiicreler STO veya STO+Cu
bulunan erlenler igerisinde optimum kosullar altinda 12 giin boyunca inkiibe edilerek 24
saat araliklarla enzim aktivitesi saptandi. Tutuklanmis F. frogii icin en yiiksek enzim
aktivitesi STO ortaminda inkiibasyonun 6. giiniinde 0.83 U/mL iken, STO+Cu
ortaminda inkiibasyonun 7. giiniinde 42.46 U/mL olarak belirlendi (Sekil 4.23, 4.24).
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Sekil 4.23. Tutuklanmig F. trogii hiicrelerinin tekrarli kesikli siire¢te STO ortaminda
lakkaz tiretimi (U/mL)
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Sekil 4.24. Tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin tekrarli kesikli siirecte STO+Cu
ortaminda lakkaz tiretimi (U/mL)

Tutuklanmis 7. versicolor igin ise en yiiksek enzim aktivitesi hem STO hem de
STO+Cu ortaminda inkiibasyonun 6. giinlinde sirasiyla 0.68 U/mL ve 12.69 U/mL
olarak belirlendi (Sekil 4.25, 4.26).
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Sekil 4.25. Tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin tekrarli kesikli siiregte STO
ortaminda lakkaz tiretimi (U/mL)
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Sekil 4.26. Tutuklanmis 7. versicolor hicrelerinin tekrarli kesikli siiregte STO+Cu
ortaminda lakkaz tiretimi (U/mL)

Tekrarli kesikli siiregte STO+Cu ortaminda inkiibe edilen tutuklanmis F. trogii

ve T. versicolor peletlerinin 12 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam lakkaz aktivitesi

sirastyla 302 ve 80 U/mL olarak saptand.
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4.4. F. trogii ve T. versicolor Peletlerinin Farkli Ortamlarda Lakkaz Uretiminin

Karsilastirilmasi

Tekrarli kesikli stiregte F. trogii ve T. versicolor’ un STO veya STO+Cu
disindaki diger kiiltir ortamlarinda lakkaz iiretme kapasitelerini tespit edebilmek
amaciyla funguslar Distile su, Distile su+Cu (Cizelge 4.7), SDB, SDB+Cu (Cizelge
4.8), MEB ve MEB+Cu (Cizelge 4.9) ortamlarinda optimum kosullarda 120 saat

boyunca inkiibe edilerek 24 saatte bir enzim aktivitesi tespit edildi.

Cizelge 4.7. Tekrarh kesikli siiregte Distile su ve Distile su+Cu ortaminda F. trogii ve
T. versicolor peletleri ile lakkaz {liretimi (U/mL)

Inkiibasyon F. trogii T. versicolor
Zamam 0.68g/50mL 0.68g/50mL 0.70g/50mL 0.70g/50mL
(Saat) Distile su Distile su+Cu Distile su Distile su+Cu
24. 0.19+0.01 0.34+0.01 0.13+0.01 0.32+0.01
48. 0.20+0.01 0.41+£0.02 0.17+0.01 0.71+0.03
72. 0.24+0.01 3.76+0.13 0.20+0.01 2.21+0.16
96. 0.27+0.01 4.04+0.16 0.22+0.01 2.42+0.16
120. 0.25+0.02 3.23+0.20 0.18+0.03 2.11+0.10

Distile su ve Distile su+Cu ortaminda herhangi bir karbon ve azot kaynagi
bulunmamasina ragmen, hem F. trogii hem de 7. versicolor’ un lakkaz iirettigi
saptand1. Bu durum her iki fungusun da test ortamlarina (Distile su ve Distile su+Cu)
aktarilmadan once iiretildigi SDB ortamindan bir miktar karbon ve azot kaynaginin
alarak depo edebilecegini gostermektedir. Distile su ve Distile su+Cu ortamlarinda
inkiibe edilen funguslarin {irettigi en yliksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 96. saatinde
gergeklesmis olup, indiikleyici madde olarak 0.5 mM bakir ilave edilmis ortamda enzim
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Tekrarli kesikli siiregte Distile su+Cu ortaminda inkiibe edilen F. frogii ve
T. versicolor peletlerinin 5 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam lakkaz aktivitesi

sirastyla 12 ve 08 U/mL olarak saptandi.
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Cizelge 4.8. Tekrarli kesikli sliregte SDB ve SDB+Cu ortaminda F. trogii ve
T. versicolor peletleri ile lakkaz tiretimi (U/mL)

Inkiibasyon F. trogii T. versicolor
Zamam 0.68g/50mL 0.68g/50mL 0.70g/50mL 0.70g/S0mL
(Saat) SDB SDB+Cu SDB SDB+Cu
24, 0.42+0.03 4.86+0.28 0.29+0.02 2.25+0.15
48. 0.52+0.02 5.72+0.38 0.32+0.01 3.09+0.18
72. 0.63+0.03 7.98+0.40 0.34+0.03 3.41+£0.21
96. 0.65+0.02 9.36+0.56 0.37+0.04 3.62+0.07
120. 0.67+0.03 15.02+0.82 0.39+0.02 4.26+0.23

SDB ve SDB+Cu ortamlarmin fungal gelisim ve enzim {iiretimi i¢in gerekli
besinsel kaynaklar1 icerdigi diisliniildiiglinde bu ortamlarda inkiibe edilen her iki
fungusun da Distile su ve Distile su+Cu ortamlarinda iirettikleri lakkaz miktarlarinin
yiiksek olmasi tahmin edilebilecek bir sonugtur. Besin faktorleri fungus peletlerinin
Omiir uzunlugunu da artirmaktadir. SDB ve SDB+Cu ortamlarinda inkiibe edilen her iki
fungusun da en yiiksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 120. saatinde belirlenmis olup,
indiikleyici madde olarak 0.5 mM bakir ilave edilmis ortamda enzim aktivitelerinin
daha yiiksek oldugu saptandi.

Tekrarli kesikli siiregte SDB+Cu ortaminda inkiibe edilen F. trogii ve
T. versicolor peletlerinin 5 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam lakkaz aktivitesi

sirastyla 43 ve 17 U/mL olarak saptandi.

Cizelge 4.9. Tekrarli kesikli siiregte MEB ve MEB+Cu ortaminda F. ftrogii ve
T. versicolor peletleri ile lakkaz tiretimi (U/mL)

Inkiibasyon F. trogii T. versicolor
Zamam 0.68g/50mL 0.68g/50mL 0.70g/50mL 0.70g/50mL
(Saat) MEB MEB+Cu MEB MEB+Cu
24, 0.79+0.08 5.77£0.41 0.53+0.09 4.38+0.27
48. 1.22+0.07 10.83+0.62 1.09+0.07 4.58+0.29
72. 1.64+0.16 13.83+0.54 1.28+0.14 5.58+0.46
96. 1.47+0.14 17.68+0.97 0.88+0.04 6.27+0.30
120. 1.22+0.12 11.12+1.22 0.78+0.05 3.52+0.25
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MEB ve MEB+Cu ortamlarinda inkiibe edilen funguslar hem Distile su ve
Distile su+Cu hem de SDB ve SDB+Cu ortamlarinda {iretilenden daha yiiksek lakkaz
tirettigi saptandi. MEB ve MEB+Cu ortamlarinda inkiibe edilen her iki fungusun da
tirettigi en yiiksek enzim aktivitesi inkiibasyonun 96. saatinde gergeklesmis olup,
indiikleyici madde olarak 0.5 mM bakir ilave edilmis ortamda lakkaz aktivitelerinin
daha yiiksek oldugu tespit edildi (Cizelge 4.9.).

Tekrarli kesikli siiregte MEB+Cu ortaminda inkiibe edilen F. frogii ve
T. versicolor peletlerinin 5 gilinliik inkiibasyonu sonucunda toplam lakkaz aktivitesi

sirastyla 59 ve 24 U/mL olarak saptandi.

Arora ve Gill (2000) tarafindan yapilan bir calismada MSB (Mineral Tuz
Ortam1), MEB ve MSB-MEB ortamlarinin 7. versicolor, D. squalens, P. fasicularia ve
P. floridensis’ in lakkaz aktivitesi TUlzerine etkisi incelenmistir. D. squalens,
P. fasicularia ve P. floridensis’ in en yiiksek lakkaz aktivitesinin MEB ortaminda
sirastyla 0.020, 4.955, 2.650 cU/mL, P. fasicularia’ nin en yiiksek lakkaz aktivitesinin
ise MSB-MEB ortaminda 4.930 cU/mL oldugu ifade edilmektedir [42].

Kahraman ve Yesilada (2001) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, iki tip atik su
(alkol fabrikasi atik suyu, zeytinyagi fabrikasi atik suyu) ve bir lignoseliilozik atik
(pamuk sap1) Funalia trogii ve Coriolus versicolor igin Kkiiltiir ortami olarak
kullanilmigtir. Funguslar pamuk saplarinin eklendigi ya da eklenmedigi dogal

ortamlarda (vinas ve zeytinyagi atik suyu) ytliksek oranlarda lakkaz iiretmistir [53].
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4.5. Indiikleyici Maddelerin STO ve STO+Cu Ortamlarinda F. trogii ve

T. versicolor Peletlerinin Lakkaz Uretimine Etkisi

4.5.1. ABTS eklenmis STO ve STO+Cu ortamlarinda F. trogii ve T. versicolor

peletleri ile lakkaz iiretimi

Besiyerlerine ilave edilen ek maddelerin pek ¢ok beyaz ciiriik¢lil fungusun
lakkaz aktivitesi lizerine olumlu veya olumsuz etkileri bildirilmistir. Bu amagla,
F. trogii ve T. versicolor peletlerinin inkiibe edildigi STO ve STO+Cu ortamina ¢esitli
konsantrasyonlarda (0.025, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1 mM) ABTS ilave edildi. Her iki fungus
peletleri tizerine STO+Cu+ABTS ortamlarinin ilavesinden kisa bir siire sonra kiiltiir

ortamlarinin saridan yesile doniistiigii gozlemlendi (Sekil 4.27).

Sekil 4.27. F. trogii ve T. versicolor peletlerinin STO+Cu+ABTS ortamlarinin
ilavesinden kisa bir siire sonraki goriiniimii

Yapilan calismalar sonucunda F. trogii ve T. versicolor’ un en yiikksek enzim
aktivitesi inkiibasyonun 4. giiniinde 0.05 mM ABTS ilave edilmis STO ortamlarinda
sirastyla 6.70 ve 4.76 U/mL olarak belirlenirken (Sekil 4.28, 4.30), STO+Cu
ortamlarinda ise sirasiyla 44.43 ve 26.49 U/mL olarak saptand1 (Sekil 4.29, 4.31).
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—e— STO+0.025 mM ABTS
—a— STO+0.05 mM ABTS
—a— STO+0.1 mM ABTS

6 - —x—STO+0.5 mM ABTS
—o0— STO+1 mM ABTS

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)
SN

0 s =l R .
1 2 3 4 5

inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.28. ABTS igeren STO ortaminda tekrarl kesikli sliregte inkiibe edilen F. trogii
peletlerinin lakkaz iiretimi (U/mL)

—e— STO+Cu+0.025 mM ABTS
—a— STO+Cu+0.05 mM ABTS
—a— STO+Cu+0.1 mM ABTS
—x—STO+Cu+0.5 mM ABTS
—o— STO+Cu+1 mM ABTS

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

0 T T T T 1
1 2 3 4 5

inkilbasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.29. ABTS iceren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)
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—e— STO+0.025 mM ABTS
—a— STO+0.05 mM ABTS
—a— STO+0.1 mM ABTS
—x—STO+0.5 mM ABTS
—— STO+1 mM ABTS

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.30. ABTS iceren STO ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

% —e— STO+Cu+0.025 mM ABTS
| —m— STO+Cu+0.05 mM ABTS
- —a— STO+Cu+0.1 MM ABTS
§ —X— STO+Cu+0.5 mM ABTS
= 20 1 —o— STO+Cu+1 MM ABTS
[+]
s
E
N 10
g
< )_/*_//::*
- —X O —KX

E( R
0

1 2 3 4 5

inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.31. ABTS iceren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

Tekrarli kesikli siiregte STO+Cu+0.05 mM ABTS ortaminda inkiibe edilen
F. trogii ve T. versicolor peletlerinin 5 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam lakkaz

aktivitesi sirasiyla 141 ve 75 U/mL olarak saptandi.
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Yapilan bir calismada Pleurotus ostreatus 32 soyunun iireme ortamina
inkiibasyondan 4 giin sonra 1 mM konsantrasyonda bakir ilave edilmis ve fungus 28 "C’
de statik kosullarda iiretime alinmustir. Inkiibasyonun 18. giiniinde yapilan enzim
aktivitesi 0l¢limil sonrasinda bakir ilave edilmis kiiltiir ortamindaki enzim aktivitesinin
kontrole kiyasla yaklasik 4.5 kat1 olan 360 U/mL oldugu saptanmistir. En yiiksek lakkaz
aktivitesi ABTS ilave edilmis ortamda yaklasik 410 U/mL olup, bu deger kontroliin
yaklagik 5 kat1 olarak ifade edilmektedir [151].

Bazi1 durumlarda kullanilan indiikleyici madde veya madde konsantrasyonu
organizma {izerine olumsuz etki gostererek enzim aktivitesinin diisiisline neden
olabilmektedir. Ornegin, Osma vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada Trametes
pubescens’ in lreme ortamina 1 mM ABTS ilave edilmis ve lakkaz iiretimindeki
degisim gozlenmistir. Yapilan calisma sonucunda ortama ilave edilen ABTS’ nin,
fungus lizerine olumsuz etki gosterdigi ve fungusun ABTS igeren ortamda kontrol

gruplarina kiyasla daha diisiik oranda lakkaz iirettigi tespit edilmistir [178].
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4.5.2. Siringaldazin eklenmis STO ve STO+Cu ortamlarinda F. trogii ve

T. versicolor peletleri ile lakkaz iiretimi

Lakkaz aktivitesinin Olglimiinde kullanilan siringaldazin bazi1 arastiricilar
tarafindan indiikleyici olarak da kullanilmaktadir. F. trogii ve T. versicolor’ un inkiibe
edildigi STO ve STO+Cu ortamlarina cesitli konsantrasyonlarda siringaldazin ilave
edilerek funguslar optimum kosullarda 5 giin boyunca tekrarli kesikli siiregte inkiibe
edildi. F. trogii ve T. versicolor peletleri iizerine STO+Cu+siringaldazin ortamlarinin
ilavesinden kisa bir siire sonra kiiltiir ortamlarinin saridan pembeye doniistigi

gozlemlendi (Sekil 4.32).

Sekil 4.32. F. trogii ve T. versicolor peletlerinin STO+Cu+siringaldazin ortamlarinin
ilavesinden kisa bir siire sonraki gériiniimii

Yapilan enzim Ol¢limleri sonucunda F. frogii’ nin en yiiksek lakkaz aktivitesi
inklibasyonun 4. giiniinde 0.05 mM siringaldazin eklenmis STO ve STO+Cu
ortamlarinda sirastyla 0.64 ve 32.52 U/mL olarak tespit edildi (Sekil 4.33, 4.34).

T. versicolor’ un en yliksek lakkaz aktivitesi ise 0.1 mM siringaldazin eklenmis
STO ve STO+Cu ortamlarinda sirasiyla 0.31 ve 22.23 U/mL olarak belirlendi (Sekil
4.35,4.36).
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08 —e— STO+0.025 mM siringaldazin
’ —s— STO+0.05 mM siringaldazin
—a— STO+0.1 mM siringaldazin

—x— STO+0.5 mM siringaldazin

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

X
o . . . .
1

2 3 4 5
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.33. Siringaldazin igeren STO ortaminda tekrarli kesikli siiregte inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

—e— STO+Cu+0.025 mM siringaldazin
—a— STO+Cu+0.05 mM siringaldazin
—&— STO+Cu+0.1 mM siringaldazin
—x— STO+Cu+0.5 mM siringaldazin

40 -

30 -

20

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.34. Siringaldazin igeren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siiregte inkiibe
edilen F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)
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0.4 - —e— STO+0.025 mM siringaldazin
—a— STO+0.05 mM siringaldazin
—a— STO+0.1 mM siringaldazin

0.3 1 —x—STO+0.5 mM siringaldazin

6
>

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

O T T T 1

1 2 3 4 5
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.35. Siringaldazin igeren STO ortaminda tekrarli kesikli siiregte inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi (U/mL)

30 - —e— STO+Cu+0.025 mM siringaldazin
—a— STO+Cu+0.05 mM siringaldazin
—a— STO+Cu+0.1 mM siringaldazin

—x— STO+Cu+0.5 mM siringaldazin

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

0 T T T 1

1 2 3 4 5
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.36. Siringaldazin igeren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siiregte inkiibe
edilen T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi (U/mL)
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Tekrarli kesikli stiregte F. trogii’ nin STO+Cu+0.05 mM siringaldazin
ortaminda 5 giinliik inkiibasyonu sonucunda elde edilen toplam lakkaz aktivitesi
105 U/mL iken, 7. versicolor’ un STO+Cu+0.1 mM siringaldazin ortaminda 5 giinliik

inkiibasyonu sonucunda elde edilen toplam lakkaz aktivitesi 61 U/mL olarak saptandi.

Coriolus hirsutus kullanilarak yapilan bir ¢alismada besiyeri ortamina ¢esitli
indiikleyici maddeler ilave edilmis ve bu maddeler icerisinde en etkili indiikleyicinin
siringaldazin oldugu ifade edilmistir. Fungusun 0.11 puM siringaldazin ilave edilmis

ortamda en yliksek lakkaz aktivite degerinin 50 U/mL oldugu rapor edilmistir [179].

Rosales vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada Trametes hirsuta’ nin kati
substrat ortamina indiikleyici madde olarak farkli konsantrasyonlarda CuSOs ve
siringaldazin eklenmistir. Ortamlardan birincisine 1 mM bakir, digerine ise 0.11 pM
siringaldazin ilave edilmistir. Yapilan dl¢limler sonucunda en yiiksek lakkaz aktivitesi
kontrol ortaminda yaklasik 4000 U/L iken, bakir ilave edimis ortamda yaklasik
20000 U/L, siringaldazin ilave edilmis ortamda ise 6000 U/L oldugu tespit edilmistir.
Aym caligmada kiiltlir ortamina bu defa 1 mM bakir+0.11 pM siringaldazin ilave
edilmis ve en yiiksek enzim aktivitesinin yaklagik 21000 U/L oldugu saptanmistir [146].

4.5.3. Guaiakol eklenmis STO ve STO+Cu ortamlarinda F. trogii ve T. versicolor

peletleri ile lakkaz iiretimi

Aromatik bir indiikleyici olan guaiakol de pek ¢ok enzimatik calismada lakkaz
iretiminin artirtlmasinda kullanilmaktadir. F. trogii ve T. versicolor peletlerinin inkiibe
edildigi STO ve STO+Cu ortamlaria farkli konsantrasyonlarda guaiakol ilave edilerek
funguslar optimum kosullarda 10 giin boyunca inkiibe edildi. Hem F. trogii hem de
T. versicolor peletleri lizerine STO+Cu-+guaiakol ortamlarinin ilavesinden kisa bir siire
sonra kiiltiir ortamlarinin saridan agik kahverengiye dontistiigii gézlemlendi (Sekil

437).
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Sekil 4.37. F. trogii ve T. versicolor peletlerinin STO+Cu+guaiakol ortamlarmin
ilavesinden kisa bir siire sonraki goriiniimii

Yapilan Ol¢iimler sonucunda F. trogii’ nin en yiliksek lakkaz aktivitesi
inkiibasyonun 5. giiniinde 1 mM guaiakol eklenmis STO ortaminda 8.70 U/mL iken,
STO+Cu ortaminda ise 28.84 U/mL olarak tespit edildi (Sekil 4.38, 4.39). T. versicolor’
un en yiiksek lakkaz aktivitesi ise 1 mM guaiakol eklenmis STO ve STO+Cu
ortamlarinda sirastyla 2.02 ve 5.71 U/mL olarak belirlendi (Sekil 4.40, 4.41).

10 - —e— STO+0.05 mM guaiakol
—a— STO+0.1 mM guaiakol
8 - -r/ —a— STO+0.5 mM guaiakol

—x—STO+1 mM guaiakol

*—

6 4 —o0— STO+1.5 mM guaiakol

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.38. Guaiakol iceren STO ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimi (U/mL)
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40 —e— STO+Cu+0.05 mM guaiakol
—a— STO+Cu+0.1 mM guaiakol
—a— STO+Cu+0.5 mM guaiakol
30 —x—STO+Cu+1 mM guaiakol

—o— STO+Cu+1.5 mM guaiakol

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.39. Guaiakol iceren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz iretimi (U/mL)

3. —e— STO+0.05 mM guaiakol
—a— STO+0.1 mM guaiakol
—a— STO+0.5 mM guaiakol
—x— STO+1 mM guaiakol

2 4 T/Z('\w- —o0— STO+1.5 mM guaiakol

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.40. Guaiakol igeren STO ortaminda tekrarli kesikli siiregte inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)
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—e— STO+Cu+0.05 mM guaiakol
—a— STO+Cu+0.1 mM guaiakol
—a— STO+Cu+0.5 mM guaiakol
—x— STO+Cu+1 mM guaiakol
—0— STO+Cu+1.5 mM guaiakol

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.41. Guaiakol iceren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

Tekrarli kesikli siiregte F. trogii’ nin STO+Cu+0.1 mM guaiakol ortaminda 10
giinliik inkiibasyonu sonucunda elde edilen toplam lakkaz aktivitesi 200 U/mL iken,
T. versicolor’ un STO+Cu+l mM guaiakol ortaminda 10 giinliikk inkiibasyonu

sonucunda elde edilen toplam lakkaz aktivitesi 41 U/mL olarak saptandi.

Trametes versicolor’ un kullanmldig1 bir ¢alismada 20 g/L etanol igeren kiiltiir
ortamimna 1| mM guaiakol ilave edilmis ve en yiiksek lakkaz aktivitesi 3 U/mL olarak
saptanmustir [180].

Trametes pubescens MB 89 soyunun kiiltiir ortamina iiretimin 4. giiniinde ¢esitli
indiikleyiciler 1 mM konsantrasyonda ilave edilmis ve enzim aktivitesi dl¢iilmiistiir. Bu
indiikleyicilerden guaiakol eklenmis ortamdaki lakkaz aktivitesi 4.4 U/mL olup, bu
degerin kontrol ortamindaki enzim aktivitesinin 2 katindan daha fazla oldugu
belirtilmistir [152].

D’ Souza vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada bir deniz fungal izolati
olan NIOCC#2a’ nin kiiltiir ortam1 olan B&K ortamima 1 mM guaiakol ve 2 mM bakir
stilfat ile birlikte 1 mM guaiakol ilave edilmis fungus 21 giin boyunca inkiibe edilerek
her 3 giinde bir lakkaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Yapilan enzim O6l¢limii sonucunda en
yiiksek aktivite kontrol grubunda inkiibasyonun 18. giiniinde 921 U/L, 1 mM guaiakol
ilave edilmis ortamda inkiibasyonun 21. giiniinde 21112 U/L, 2 mM bakir siilfat ile
birlikte 1 mM guaiakol eklenmis ortamda ise inkiibasyonun 21. giiniinde 46781 U/L
olarak ifade edilmistir [35].
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Guaiakol ilavesiyle P. florida ve P. cinnabarinus’ da lakkaz iiretiminin
baskilanmasia ragmen [101, 111], Stereum hirsutum ve Marasmius graminium’ da
[102] guaiakoliin indiikleyici etkisi rapor edilmistir. Guaiakol’ iin funguslardaki
baskilayici1 etkisi bu caligmalarda kullanilan guaiakoliin yiiksek konsantrasyonlarda

olmasindan kaynaklanabilir [72].

4.5.4. 2,5-ksilidin (2,5-dimetilanilin) eklenmis STO ve STO+Cu ortamlarinda

F. trogii ve T. versicolor peletleri ile lakkaz iiretimi

Guaiakol gibi aromatik yapida olan diger bir lakkaz indiikleyicisi 2,5-ksilidin
olup, lakkaz iiretiminin artirtlmasina yonelik pek ¢ok ¢aligmada kullanilmaktadir. Buna
gore, F. trogii ve T. versicolor’ un inkiibe edildigi STO ve STO+Cu ortamlarina farkl
konsantrasyonlarda 2,5-ksilidin ilave edilerek funguslar optimum kosullarda 10 giin
boyunca inkiibe edildi. Hem F. trogii hem de T. versicolor peletleri iizerine
STO+Cu+2,5-ksilidin ortamlarinin ilavesinden kisa bir siire sonra kiiltiir ortamlarinin

sartdan kahverengiye doniistiigii gozlemlendi (Sekil 4.42).

Sekil 4.42. F. trogii ve T. versicolor peletlerinin STO+Cu+2,5-ksilidin ortamlarinin
ilavesinden kisa bir siire sonraki gériiniimii

Yapilan oOl¢iimler sonucunda F. trogii’ nin en Yyiiksek lakkaz aktivitesi
inkiibasyonun 7. giiniinde 0.1 mM 2,5-ksilidin eklenmis STO ortaminda 3.03 U/mL
iken, STO+Cu ortaminda ise 53.26 U/mL olarak tespit edildi (Sekil 4.43, 4.44).
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T. versicolor’ un en yliksek lakkaz aktivitesi ise inkiibasyonun 7. giiniinde 1 mM
2,5-ksilidin eklenmis STO ortaminda 2.87 U/mL iken, STO+Cu ortaminda 33.61 U/mL
olarak belirlendi (Sekil 4.45, 4.46).

—e— STO+0.05 mM 2,5-ksilidin
—a— STO+0.1 mM 2,5-ksilidin
—a— STO+0.5 mM 2,5-ksilidin
—x— STO+1 mM 2,5-ksilidin
—o— STO+1.5 mM 2,5-ksilidin

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

0 1 T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.43. 2,5-ksilidin igeren STO ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

—e— STO+Cu+0.05 mM 2,5-ksilidin
—a— STO+Cu+0.1 mM 2,5-ksilidin
—a— STO+Cu+0.5 mM 2,5-ksilidin
—x— STO+Cu+1 mM 2,5-ksilidin
—o0— STO+Cu+1.5 mM 2,5-ksilidin

60 -

40

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.44. 2,5-ksilidin igeren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siiregte inkiibe edilen
F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

100



—e— STO+0.05 mM 2,5-ksilidin
—a— STO+0.1 mM 2,5-ksilidin
—a— STO+0.5 mM 2,5-ksilidin
3 —x— STO+1 mM 2,5-ksilidin
/*\"x' —o0— STO+1.5 mM 2,5-ksilidin
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Sekil 4.45. 2,5-ksilidin i¢ceren STO ortaminda tekrarli kesikli siliregte inkiibe edilen
T. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi (U/mL)

—e— STO+Cu+0.05 mM 2,5-ksilidin
—8— STO+Cu+0.1 mM 2,5-ksilidin
—a— STO+Cu+0.5 mM 2,5-ksilidin
—x— STO+Cu+1 mM 2,5-ksilidin
—o0— STO+Cu+1.5 mM 2,5-ksilidin

40 -

Lakkaz Aktivitesi (U/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
inkiibasyon Zamani (Giin)

Sekil 4.46. 2,5-ksilidin igeren STO+Cu ortaminda tekrarli kesikli siirecte inkiibe edilen
T. versicolor peletleri ile lakkaz {iretimi (U/mL)
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Tekrarl kesikli siirecte F. trogii’ nin STO+Cu+0.1 mM 2,5-ksilidin ortaminda
10 giinliik inkiibasyonu sonucunda elde edilen toplam lakkaz aktivitesi 357 U/mL iken,
T. versicolor’ un STO+Cu+0.5 mM 2,5-ksilidin ortaminda 10 giinliik inkiibasyonu

sonucunda elde edilen toplam lakkaz aktivitesi 206 U/mL olarak saptandi.

Jung vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada Trichophyton rubrum LKY-7
soyunun glukoz-pepton sivi ortamina 2.5, 5.0, 10.0 uM konsantrasyonlarda 2,5-ksilidin
ilave edilmis ve 5.0 ve 10.0 pM konsantrasyonlarda ilave edilen ksilidinin fungus
izerine toksik etki gostermesinden dolayr bu ortamlarda lakkaz {iretiminin inhibe
oldugu, en yiiksek enzim aktivitesinin ise 2.5 uM 2,5-ksilidin ilave edilmis ortamda
elde edildigi rapor edilmistir [181].

Trametes versicolor’ un tUureme ortamma 1 mM 2,5-ksilidin ile farkh
konsantrasyonlarda CuSO4.5H,O ilave edilmesi lakkaz aktivitesini indiiklemekte
oldugu, en yiiksek enzim aktivitesinin ise 20. giinde 2,5-ksilidin ile beraber

0.4 mM CuSOqilave edilmis kiiltiirlerde 12756 U/L oldugu rapor edilmistir [147].

Couto vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢calismada 7. versicolor ve T. hirsuta’
nin kat1 kiiltiir ortamina 0.5, 1 ve 2 mM konsantrasyonlarda 2,5-ksilidin ilave edilmis,
T. versicolor igin en yiiksek lakkaz aktivitesi 2 mM 2,5-ksilidin ilave edilen ortamda
yaklagik 36000 U/L iken, 7. hirsuta igin en yiiksek lakkaz aktivitesi 1 mM 2,5-ksilidin
ilave edilen ortamda yaklasik 47000 U/L olarak belirlenmistir [149].

Revankar ve Lele (2006) tarafindan yapilan ¢alismada bir beyaz ciiriik¢iil fungus
soyu olan WR-1’ in optimize edilmis kiiltiir ortamina inkiibasyonun 4. giiniinde farkli
konsantrasyonlarda (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.8, 1, 2, 3, 4 mM) 2,5-ksilidin ilave edilmistir.
En yiiksek lakkaz aktivitesi 0.8 mM 2,5-ksilidin ilave edilmis ortamda 6. gilinde
692 U/mL olarak saptanmistir. Aynm1 ¢alismada fungusun kiiltiir ortamima 0.8 mM
2,5-ksilidin ile birlikte 1 mM bakir siilfat ilave edildiginde en yiiksek enzim
aktivitesinin inkiibasyonun 6. giiniinde 410 U/mL oldugu rapor edilmistir. Ureme
ortamina indiikleyici madde ilavesinden sonra fungus 28 °C’ de 150 rpm ¢alkalama
hizinda inkiibe edilerek bu indiikleyicilerin lakkaz aktivitesi iizerine etkisi
arastirilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda kontrol gruplarinda en yiiksek lakkaz
aktivitesi inkiibasyonun 7. giinlinde 280 U/mL iken, indiikleyici ilave edilmis
ortamlarda en yiiksek enzim aktivitesi inkiibasyonun 6. giiniinde saptanmistir. Lakkaz
aktivitesini artiran en etkili indiikleyiciler sirastyla 2,5-ksilidin (614 U/mL), p-anisidin

(472 U/mL), gallik asit (447 U/mL) ve ferulik asit (433 U/mL) olarak belirlenmistir. En
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etkili indiikleyici olarak saptanan 2,5-ksilidin konsantrasyonu 1 mM’ dan 0.8 mM’ a
diistiriildiigiinde enzim aktivitesinin 614 U/mL’ den 692 U/mL’ ye c¢iktig1 ifade
edilmektedir [32].

4.6. F. trogii ve T. versicolor’ un Inkiibasyonun 1. ve 5. Giinlerinde Kiiltiir
Sivisindaki Bakir Miktarimin Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi ile Tespit

Edilmesi

STO ve STO+0.5 mM Cu ortaminda 5 giin boyunca inkiibe edilen F. trogii ve
T. versicolor’ un inkiibasyonun 1. ve 5. giinlerinde kiiltiir sivisindaki bakir miktarinin
tespiti amaciyla kiiltiir filtratlar1 kullanilmistir. Elde edilen filtratlardaki bakir miktar1 ve
stok kiiltiir ortamlarindaki bakir miktar1 atomik absorbsiyon spektrofotometresinden
yararlanarak saptanmistir. Buna gore F. trogii’ nin STO+Cu ortaminda 1 giinliik
inkiibasyonundan sonra kiiltiir sivisinda %53, 5 giinliik inkiibasyonun sonucunda ise
%61 oraninda bakir bulundugu saptanmustir. 7. versicolor’ un ise STO+Cu ortaminda
1 giinliik inkiibasyonundan sonra kiiltiir sivisinda %26, bes giinliik inkiibasyonun
sonucunda ise %65 oraninda bakir bulundugu saptanmistir. Bu sonuclar 1s1ginda
STO+Cu ortaminda 1 giin inkiibe edilen 7. versicolor’ un kiiltiir ortamindan absorbe
ettigi bakir miktar1 F. trogii’ nin absorbe ettigi bakir miktarmin yaklasik 1.5 katidir.
Ancak inkiibasyonun ilerleyen giinlerinde STO+Cu ortaminda 5 giin inkiibe edilen
T. versicolor’ un kiiltiir ortamindan absorbe ettigi bakir miktar1 F. trogii’ nin absorbe

ettigi bakir miktarindan daha diisiik oldugu saptanmistir (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.10. Stok STO ve STO+Cu cozeltisi ile F. trogii ve T. versicolor kiiltiir
sivilarinda analiz edilen bakir orani

Stok STO Cozeltisi Stok STO+Cu Cozeltisi
0.00 mg/50mL (% 0) 1.53 mg/50mL (% 100)
Inkiibasyon F. trogii kiiltiir sivis1 T. versicolor Kiiltiir sivisi
Zaman (Giin) STO STO+Cu STO STO+Cu
0.00 mg/50mL  0.82 mg/50mL  0.00 mg/50mL  0.39 mg/50mL
1. (% 0) (% 53) (% 0) (% 26)
0.00 mg/50mL  0.93 mg/50mL  0.00 mg/50mL  1.00 mg/50mL
5. (% 0) (% 61) (% 0) (% 65)
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4.7. F. trogii ve T. versicolor Lakkaz Enzimlerinin Spesifik Aktiviteleri

F. trogii peletlerinin tekrarli kesikli siirecte en yiiksek miktarda enzim iirettigi
STO+Cu, STO+Cu+ 0.05 mM siringaldazin, STO+Cu+0.1 mM guaiakol, STO+Cu+0.1
mM 2,5-ksilidin ve STO+Cu+0.05 mM ABTS ortamlarindan alinan kiltiir stvilarindaki
lakkazlarin spesifik aktiviteleri sirasiyla 192, 171, 152, 232 ve 202 U/mg protein olarak
saptandi. 7. versicolor peletlerinin ise tekrarli kesikli siiregte en yiiksek miktarda enzim
irettigi STO+Cu, STO+Cut+0.1 mM siringaldazin, STO+Cu+l mM guaiakol,
STO+Cu+0.5 mM 2,5-ksilidin ve STO+Cu+0.05 mM ABTS ortamlarindan alinan
kiltiir sivilarindaki lakkazlarin spesifik aktiviteleri de sirasiyla 122, 165, 82, 177 ve
162 U/mg protein olarak saptand.

4.8. F. trogii ve T. versicolor Lakkaz Enzimlerinin Molekiiler Agirhiklar:

STO+Cu ortami ve ayni ortama c¢esitli indiikleyici maddeler ilave edilmis
ortamlarda inkiibe edilen F. trogii ve T. versicolor’ un ylksek oranlarda sentezledigi
lakkaz enzimleri SDS PAGE’ de yiiriitiilerek enzimin jel iizerindeki goriintiileri ve
molekiiler agirliklar1 tespit edildi. Hem F. trogii hem de T. versicolor’ un kiiltiir
ortamlarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinda tek bir lakkaz enziminin varhig
belirlenmis olup, ortamlarda lakkaz izoenzimlerinin olmadigi tespit edildi. Yapilan
calisma sonucunda F. trogii tarafindan sentezlenen lakkaz enziminin 63 kDa
(Sekil 4.47), T. versicolor tarafindan sentezlenen enzimin ise 65 kDa molekiiler

agirhiginda oldugu saptandi (Sekil 4.48).
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20.1 kDa

14.2 kDa

Sekil 4.47. F. trogii ham kiiltiir filtratlarindaki lakkaz enzimlerinin SDS PAGE’ de
goriintiilenmesi (Coomassie boyama) 1. Protein standartlar1 [Miyozin (205 kDa),
B-Galaktozidaz (116 kDa), Fosforilaz-B (97.4 kDa), Albumin (BSA) (66 kDa),
Ovalbumin (45 kDa), Karbonik anhidraz (29 kDa), Tripsin inhibitér (20.1 kDa),
a-Laktalbumin (14.2 kDa)], 2. Ticari lakkaz, 3. STO+0.5 mM Cu, 4. STO+Cu+0.05
mM siringaldazin, 5. STO+Cu+0.1 mM 2,5-ksilidin, 6. STO+Cu+0.1 mM guaiakol,
7. STO+Cu+0.05 mM ABTS
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Sekil 4.48. T. versicolor ham kiiltiir filtratlarindaki lakkaz enzimlerinin SDS PAGE’ de
goriintiilenmesi (Coomassie boyama) 1. Protein standartlar1 [Miyozin (205 kDa),
B-Galaktozidaz (116 kDa), Fosforilaz-B (97.4 kDa), Albumin (BSA) (66 kDa),
Ovalbumin (45 kDa), Karbonik anhidraz (29 kDa), Tripsin inhibitér (20.1 kDa),
a-Laktalbumin (14.2 kDa)], 2. Ticari lakkaz, 3. STO+0.5 mM Cu, 4. STO+Cu+0.1 mM
siringaldazin, 5. STO+Cu+0.5 mM 2,5-ksilidin, 6. STO+Cu+l mM guaiakol,
7. STO+Cu+0.05 mM ABTS
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Yapilan pek ¢ok calismada farkli funguslarin hatta aym1 fungus tiirtiniin farkl
soylariin rettigi lakkaz enzimlerinin farkli molekiiler agirliga sahip oldugu
saptanmistir. Saito vd. (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada topraktan izole edilmis
ve Chaetomiaceae ailesinden bir fungustan izole edilen lakkaz enzimi SDS PAGE’ de
ylriitiilmiis ve enzimin jel {izerinde tek bant olusturdugu, enzimin molekiiler agirliginin
ise yaklasik 73 kDa oldugu belirlenmistir [182].

Zhang vd. (2006) tarafindan Panus rudis kullanilarak yapilan caligmada da
fungusun kiiltiir ortamindan saflastirilan lakkazin SDS PAGE’ de tek bant halinde
goriindligli ve enzimin molekiiler agirliginin 58 kDa oldugu saptanmustir [88].

Deveci vd. (2004) ile Unyayar vd. (2005) tarafindan yapilan iki ayr1 ¢alismada
Funalia trogii ATCC 200800’ den elde edilen lakkaz enziminin molekiiler agirliginin
yaklagik olarak 65 kDa oldugu ifade edilmistir [183, 184].

Lorenzo vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada ise Trametes versicolor’ dan
elde edilen kiiltiir sivisinda iki lakkaz izoenziminin bulundugu birinci izoenzimin
yaklasik 65 kDa, digerinin ise 60 kDa molekiiler agirliginda oldugu saptanmistir [185].

Trametes versicolor kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada ise enzimin jel
tizerinde tek bant halinde bulundugu ve molekiiler agirliginin yaklagik olarak 67 kDa

oldugu ifade edilmistir [186].

4.9. Cesitli Ortamlarda Uretilen F. trogii ve T. versicolor Lakkazlarimn Dogal

Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Gosterilmesi

Dogal poliakrilamid jel elektroforezi ¢aligmasinin birinci asamasinda STO+Cu
ortam1 ve ayni ortama c¢esitli indiikleyici maddeler ilave edilerek bu ortamlarda inkiibe
edilen funguslarin yiiksek oranlarda sentezledigi lakkaz enzimleri dogal poliakrilamid
jel elektroforezinde yiiriitiildii. Daha sonra jeldeki bantlarin belirlenmesi igin Coomassie

boyama yapilarak enzimin jel iizerindeki dogal gdriiniimii belirlendi (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. F. trogii ve T. versicolor ham Kkiiltiir filtratlarindaki lakkaz enzimlerinin
dogal poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenmesi (Coomassie boyama) 1. Ticari
lakkaz, 2. STO+0.5 mM Cu (F. trogii), 3. STO+Cu+0.05 mM ABTS (F. trogii),
4. STO+Cu+0.1 mM 2,5-ksilidin (F. trogii), 5. STO+0.5 mM Cu (7. versicolor),
6. STO+Cut+0.05 mM ABTS (T. versicolor), 7. STO+Cu+0.5 mM 2,5-ksilidin
(T. versicolor)
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Calismanin ikinci asamasinda F. trogii ve T. versicolor’ dan elde edilen lakkaz
enzimleri dogal poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra lakkaz enziminin
substrati olan ABTS’ yi igeren bir ¢ozelti kullanilarak aktivite boyama yapildi ve
enzimler yesil renkte tek bant halinde goriintiilendi (Sekil 4.50).

1. 2. 3.

Sekil 4.50. F. trogii ve T. versicolor ham Kkiiltiir filtratlarindaki lakkaz enzimlerinin
dogal poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilenmesi (Aktivite boyama) 1. Ticari
lakkaz, 2. STO+0.5 mM Cu (F. trogii), 3. STO+0.5 mM Cu (T. versicolor)
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada beyaz ciirlik¢iil funguslardan F. trogii ve T. versicolor peletlerinin
tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi optimize edilmistir. Oncelikle her iki fungusun
lakkaz tretimini artirmak i¢in kiiltlir ortamina ilave edilecek en uygun bakir
konsantrasyonu tespit etmek amaciyla cesitli konsantrasyonlarda (0.25, 0.5, 1, 2, 5 mM)
CuS04.5H,0 eklenmis besiyerlerinde caligmalar yapilmis ve her iki fungus i¢in de en
uygun bakir konsantrasyonunun 0.5 mM oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen bakir
konsantrasyonu temel besiyeri olarak kullanilan STO ortamina ilave edilerek, ¢aligmalar
kontrol olarak STO ve STO+0.5 mM Cu ortamlarinda gergeklestirilmistir.

Lakkaz iiretim veriminin artirilmasinda inkiibasyon sicakligi énemli bir faktor
oldugundan, her iki fungus i¢in de ¢esitli inkiibasyon sicakliklar1 (10, 15, 20, 25, 30, 35
ve 40 °C) test edilmis ve en uygun inkiibasyon sicakliginin 30 °C oldugu saptanmuistir.
Yapilan pek c¢ok c¢alismada organizmanin yiiksek oranda enzim {iretebilmesi igin,
organizmaya yeterli oranda oksijen ve besin saglanmasi gerektigi ifade edilmektedir.
Kiiltiir ortamu igerisindeki ¢oziinmiis oksijen ve besinin organizma ile temasi yeterli
calkalama islemi ile ger¢eklesmektedir. Bu nedenle, her iki fungus da statik ve gesitli
calkalama hizlarinda (50, 100, 150, 200, 250 rpm) inkiibe edilmis ve en uygun
calkalama hiz1 tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda en yiiksek lakkaz
aktivitesi 150 rpm’ de saptanmustir.

Lakkaz iiretiminin artirilmasit agisindan 6nemli faktorlerden biri de ortam pH’
sidir. Ciinkii her fungusun yiiksek oranda enzim iirettigi bir ortam pH’ s1 bulunmaktadir.
Bu nedenle, her iki fungus tiiriiniin de yliksek oranda enzim iiretecegi ortam pH’ sinin
saptanmasi amaciyla funguslar pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0’ a ayarlanmis
STO ve STO+Cu ortamlarinda inkiibe edilmislerdir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda
F. trogii i¢in en uygun ortam pH’ sinin pH 4.0, 7. versicolor igin ise pH 5.0 oldugu
belirlenmistir.

Kiiltiir ortaminda bulunan pelet miktarinin lakkaz {iretimi iizerine etkisini
saptayabilmek amaciyla F. trogii ig¢in 0.23, 0.48, 0.68 g kuru agirlik/50 mL STO veya
STO+Cu, T. versicolor i¢in ise 0.21, 0.44, 0.70 g kuru agirlik/50 mL STO veya
STO+Cu test edilmis ve en uygun pelet miktarinin F. trogii i¢in 0.68 g, T. versicolor
icin ise 0.70 g kuru agirlik/50 mL STO veya STO+Cu oldugu saptanarak ¢aligmalarda

kullanilmastir.
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Her optimizasyon calismasindan ¢ikan en uygun sonug diger bir optimizasyon
calismasinin temelini olusturmus, ¢alisma kosullar1 elde edilen veriler dogrultusunda
diizenlenerek deneyler defalarca tekrarlanmistir. Yani optimizasyonu yapilan parametre
disindaki tiim kosullar en uygun olacak sekilde ayarlanmistir. Buna gore ¢aligmalarda
besiyeri olarak, STO ve yapilan optimizasyon calismasinda en yliksek lakkaz
aktivitesinin tespit edildigi STO+0.5 mM Cu kullamilmistir. Buna ilaveten F. trogii
peletlerinin kullanildig1 ¢aligmalarda calkalama hizi olarak 150 rpm, besiyeri pH’ s1
olarak pH 4.0, inkiibasyon sicaklig1 olarak 30 °C, besiyerlerine ilave edilen pelet miktari
olarak da 0.68 g kuru agirlik/50 mL STO veya STO+Cu kullamilmistir. 7. versicolor
peletlerinin kullanildig1 caligmalarda ise ¢alkalama hizi olarak 150 rpm, besiyeri pH’ s1
olarak pH 5.0, inkiibasyon sicaklig1 olarak 30 °C, besiyerlerine ilave edilen pelet miktar
olarak da 0.70 g kuru agirlik/50 mL STO veya STO+Cu kullanilmistir.

Bolim 1.5 de bahsedildigi gibi lakkaz enzimi pek c¢ok biyoteknolojik
uygulamada kullanim potansiyeline sahip bir enzim olup, kisa inkiibasyon
periyotlarinda ne kadar enzim {iretilebildigini tespit edebilmek amaciyla funguslar
tekrarli kesikli siirecte 12. saate kadar 2, 24. saate kadar 12, 24. saatten itibaren de 24
saatlik araliklarla taze besiyerlerinde inkiibe edilmistir. Tekrarli kesikli siirecin en
Oonemli avantaji ayni peletlerin tekrar tekrar kullanilarak peletlerden uzun siire ve
yiiksek miktarda enzim elde edilebilmesidir. Yapilan calismada her iki fungusun da 2
saatte bir kiiltiir sivisinin uzaklastirilmas: funguslarin enzim {iretme kapasitesini
diisiirmiistiir. Bu ¢alismaya gore her iki fungusun da en kisa inkiibasyon siiresi 12 saat
olmalidir. Aynmi1 ¢alismada kesikli siire¢ de kullanilmistir. Bu yontemle inkiibe edilen
peletlerin kiiltiir sivist uzaklastirllmadigi i¢in ortamda siirekli bir enzim birikimi
gerceklesmistir. Buna gore 12. saate kadar kesikli yontem ile inkiibe edilen funguslarin
enzim aktivitesinin tekrarli kesikli siliregcte inkiibe edilenlere kiyasla daha yiiksek
oldugu, daha sonraki periyotlarda tekrarli kesikli sliregte daha fazla enzim iiretildigi
belirlenmistir. En uygun inkiibasyon periyodunun belirlenmesine yonelik yapilan diger
bir ¢alismada funguslar tekrarli kesikli siirecte 24 saat araliklarla 12 giin boyunca
inkiibe edilmis ve her iki fungus i¢in de en yiiksek lakkaz aktivitesinin STO ortaminda
inkiibasyonun 5. gilinlinde, STO+Cu ortaminda ise inkiibasyonun 6. giinlinde
gerceklestigi saptanmastir.

Serbest fungus peletleri ile tutuklanmis peletler arasindaki lakkaz iiretim
verimini kiyaslamak amaciyla funguslar aljinat jel igerisine tutuklanmis ve tutuklanmis

funguslar 12 giin boyunca inkiibe edilerek her 24 saatte bir enzim aktivitesi ol¢lilmiistiir.
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Yapilan enzim 6l¢limleri sonucunda tutuklanmis funguslarin belirli periyotlarda
serbest funguslardan daha yiiksek oranda enzim firettikleri saptanmistir. Ancak ilerleyen
periyotlarda aljinat boncuklarinin kiiresel formunu yavas yavas kaybetmesi aktivite
kaybina neden olmakta bu da yOntemin dezavantajini olusturmaktadir. Bu nedenle
lakkaz tiretim caligmalarinda serbest fungus peletleri kullanilmistir. Serbest F. trogii ve
T. versicolor peletlerinin STO+Cu ortaminda 12 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam
olarak sirastyla 255 ve 69 U/mL oraninda lakkaz aktivitesi elde edilmistir.

Enzim {retim verimini etkileyen 6nemli faktorlerden biri de kullanilan kiiltiir
ortamidir. Bu nedenle funguslar STO ve STO+Cu disinda 0.5 mM bakir eklenmis ve
eklenmemis Distile su, SDB ve MEB ortamlarinda da inkiibe edilerek, bu ortamlarda
funguslarin lakkaz iiretim kapasiteleri tespit edilmistir. Her iki fungusun Distile su ve
Distile su+Cu ortamlarinda diger ortamlara kiyasla diisiik oranda lakkaz tirettikleri
bunun nedeninin ise bu ortamlarda hic¢bir besinsel maddenin bulunmayisidir. MEB ve
MEB+Cu ortaminda inkiibe edilen her iki fungusun da SDB ve SDB+Cu ortaminda
inkiibe edilenlere gore daha yiiksek oranda lakkaz {irettigi saptanmistir.

Calismada enzim {iretimini artirmak amaciyla STO ve STO+Cu temel
ortamlarina ¢esitli konsantrasyonlarda ABTS, siringaldazin, guaiakol ve 2,5-ksilidin
(2,5-dimetilanilin) gibi farkli indiikleyiciler ilave edilmis ve bu ortamlardaki lakkaz
aktivitesi spektrofotometrik olarak tespit edilmistir.

ABTS’ nin lakkaz {iiretimi {lizerine etkisinin test edildigi yapilan ¢aligmalarda
F. trogii ve T. versicolor peletlerinin inkiibe edildigi STO ve STO+Cu ortamlarinda en
ylksek enzim aktivitesi her iki fungus i¢in de 0.05 mM ABTS ilave edilmis ortamlarda
gerceklesmistir. F. trogii ve T. versicolor’ un STO+Cu+0.05 mM ABTS ortaminda 5
giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam olarak sirasiyla 141 ve 75 U/mL oraninda
lakkaz aktivitesi elde edilmistir.

Siringaldazinin F. trogii ve T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi iizerine
etkisini saptayabilmek amaciyla yapilan ¢alismada F. trogii’ nin en yiiksek lakkaz
aktivitesi 0.05 mM siringaldazin ilave edilmis STO ve STO+Cu ortamlarinda,
T. versicolor’ un ise 0.1 mM siringaldazin ilave edilmis STO ve STO+Cu ortamlarinda
belirlenmistir. F. trogii’ nin STO+Cu+0.05 mM, T. versicolor’ un ise STO+Cu+0.1
mM siringaldazin ortaminda 5 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam olarak sirasiyla

105 ve 61 U/mL oraninda lakkaz aktivitesi elde edilmistir.
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Diger bir indiikleyici olan guaiakoliin funguslarin enzim {iretimi iizerine
etkisinin arastirildig1 ¢calismada F. trogii peletlerinin STO ortamindaki en yiiksek lakkaz
aktivitesi STO+1 mM guaiakol, STO+Cu ortamindaki en yliksek enzim aktivitesi ise
0.1 mM guaiakol eklenmis ortamda gerceklesmistir. 7. versicolor’ un ise STO ve
STO+Cu ortamlarindaki en yiiksek enzim aktivitesi 1 mM guaiakol eklenmis
ortamlarda saptanmustir. F. trogii’ nin STO+Cu+0.1 mM, T. versicolor’ un ise | mM
guaiakol ortaminda 10 giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam olarak sirasiyla 200 ve
41 U/mL oraninda lakkaz aktivitesi elde edilmistir.

Test edilen indiikleyici maddelerden sonuncusu olan 2,5-ksilidinin her iki
fungusun da lakkaz iiretimi {izerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan calisma
sonucunda F. trogii peletlerinin en yiiksek lakkaz aktivitesi 0.1 mM 2,5-ksilidin ilave
edilmis STO ve STO+Cu ortamlarinda, 7. versicolor peletlerinin STO ortamindaki en
yiiksek lakkaz aktivitesi STO+1 mM 2,5-ksilidin, STO+Cu ortamindaki en yiiksek
enzim aktivitesi ise 0.5 mM 2,5-ksilidin ilave edilmis ortamda ger¢eklesmistir. F. trogii’
nin STO+Cu+0.1 mM, T. versicolor’ un ise STO+Cu+0.5 mM 2,5-ksilidin ortaminda 10
giinliik inkiibasyonu sonucunda toplam olarak sirasiyla 357 ve 206 U/mL oraninda
lakkaz aktivitesi elde edilmistir.

Test edilen indiikleyici maddelerden lakkaz {retim verimini artiracak
konsantrasyonlarin belirlenmesinin ardindan bu ortamlardan alinan 6rneklerdeki lakkaz
enziminin spesifik aktivitelerinin tespiti amaciyla Bradford yontemi ile protein miktar
tayini yapilmistir. Calismanin son asamasinda ayni ornekler SDS PAGE’ de, enzim
aktivitesi digerlerine gore daha yliksek oldugu tespit edilen bazi 6rnekler ise buna ek
olarak dogal poliakrilamid jel elektroforezinde elektrik alanda yiiriitiilmiis ve ortamdaki
lakkaz enziminin jel iizerinde olusturdugu bantlar ve enzimin molekiiler agirlig tespit
edilmistir.

Sonug¢ olarak; yapilan doktora tez c¢alismasinda serbest ve tutuklanmis
funguslarin lakkaz tiretim verimleri tespit edilmis yapilacak caligmalarda serbest fungus
peletlerinin kullanimimnin daha avantajli oldugu belirlenmistir. Funalia trogii ATCC
200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801° in lakkaz tliretiminin artirilmasi igin
gerekli en uygun inkiibasyon kosullar1 ve optimum kosullarda ortama ilave edilebilecek
indiikleyici maddelerin en etkili konsantrasyonlar1 saptanarak yiiksek oranda ve uzun
siire lakkaz iiretilebilecegi gosterilmistir. F. trogii ve T. versicolor tarafindan yiiksek
oranda {iretilen enzimlerin Bradford yontemi kullanilarak spesifik aktiviteleri saptanmis

ve daha sonra SDS PAGE yontemiyle enzimlerin molekiiler agirliklar: tespit edilmistir.

113



Buna gore Funalia trogii ATCC 200800 tarafindan sentezlenen lakkaz
enziminin molekiiler agirliginin yaklasik olarak 63 kDa, Trametes versicolor ATCC
200801 tarafindan sentezlenen lakkaz enziminin molekiiler agirliginin ise yaklagik
olarak 65 kDa oldugu saptanmustir. Yapilan dogal poliakrilamid jel elektroforezi
calismasi ile de hem Coomassie hem de aktivite boyama islemi yapilarak enzimin jel
tizerindeki dogal goriiniimii belirlenmistir. Buna gore yapilan bu ¢aligmalar 1s181inda her
iki fungusun en yiiksek lakkaz iiretim ortamlari, inkiibasyon kosullari, ortama ilave
edilebilecek indiikleyiciler ve bu indiikleyicilerin en uygun konsantrasyonlar1 hakkinda
onemli bilgiler elde edilmistir. Elde edilen veriler ile her iki fungus i¢in de yapilabilecek
enzimatik ¢alismalar i¢in 6nemli bir zemin hazirlanmustir.

Her gecen giin daha da gelisen pek c¢ok endiistriyel alanda yogun kullanim
potansiyeline sahip lakkaz enziminin iiretimi bu alanlarda kullanilabilmesi i¢in yeterli
degildir. Bu amagla iiretimin artirilmasina yonelik olarak, yiiksek oranda lakkaz iireten
yeni mikroorganizmalarin arastirilmasi, lakkaz iireten organizmalarin lakkaz {iretimini
artiracak kosullarin tespiti son derece Onemlidir. Test edilen organizmanin enzim
liretimini artiracak ortamlarin ve bu ortamlara eklenebilecek indiikleyici ve uygun
konsantrasyonlarinin tespiti de enzim iiretiminin artirilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Buna gore; lakkaz iiretiminin artirilmasina yonelik ¢alismalar sonucunda diisiik
maliyetle, yiiksek miktarda {iretilecek enzim her gegen giin artan insan niifusu ve talep

dogrultusunda gelisen ve ¢esitlenen bir¢ok endiistriyel alanda kullanilabilecektir.
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